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١ﺎﺳﯽ ﻧﺎﭘﯿﻮﺳﺘﮫ ﻋﻠﻮمﻨﮐﺎرﺷ –روﺷﮭﺎی ﻋﻤﻠﯽ در ﺑﯿﻮﻟﻮژی ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ
  ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲدر آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﺑﯿﻮﻟﻮژيﺑﺎﻓﺮ ھﺎي ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز  -
. واﻛﻨﺸﮭﺎي ﺑﯿﻮﻟﻮژي در ﺑѧﺎﻓﺮ ﻣﺨﺼѧﻮص اﻧﺠѧﺎم ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ  ھﻤﮫ .اوﻟﯿﻦ وﻇﯿﻔﮫ ﻓﺮد در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﻮﻟﻜﻮﻻر ﺑﯿﻮﻟﻮژي ﺗﮭﯿﮫ ﺑﺎﻓﺮ ھﺎي ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ
. از ﻣﻮاد ذﺧﯿﺮه ﺗﮭﯿﮫ ﻣﯿﻨﻤﺎﯾﻨﺪ  ﺗﮭﯿﮫ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ و ﺑﺎﻓﺮ ھﺎي ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز روزاﻧﮫ را   kcotS()ﺮ ھﺎرا در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﺑﺼﻮرت ذﺧﯿﺮهﻣﻮاد اﺻﻠﻲ ﺑﺎﻓ"ﻣﻌﻤﻮﻻ
  :ﺑﻌﻀﻲ از ﻣﻮاد ذﺧﯿﺮه و ﻣﻮﻻرﯾﺘﮫ آﻧﮭﺎﺑﮫ اﯾﻦ ﺷﺮح اﺳﺖ
(ﻏﻠﻈﺖ) ﻣﻮﻻرﯾﺘﮫ ﻧﺎم ﻣﺎده(ﻏﻠﻈﺖ ) ﻣﻮﻻرﯾﺘﮫ ﻧﺎم ﻣﺎده
M5lCaNM01etatecA muinommA





  ﺑﺮاي ﺗﮭﯿﮫ ﻣﺤﻠﻮل ﻛﺎر از ﻣﻮاد ذﺧﯿﺮه از ﻓﺮﻣﻮل زﯾﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد
  2V2M=1V1M
  ﻣﺎده ذﺧﯿﺮه ﻛﮫ ﺑﺎﯾﺪ ﺑﺮاي ﺑﺎﻓﺮ ﺑﺮداﺷﺘﮫ ﺷﻮد ﺣﺠﻢ1V                         ﻣﺎده ذﺧﯿﺮه ﻣﻮﻻرﯾﺘﮫ 1M
  ﺣﺠﻢ ﺑﺎﻓﺮﺧﻮاﺳﺘﮫ ﺷﺪه 2V                        ﻣﻮﻻرﯾﺘﮫ ﺑﺎﻓﺮ ﻣﻮردﻧﯿﺎز2M
  :ﭼﻨﯿﻦ ﻋﻤﻞ ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ ( ATDEﻣﯿﻠﻲ ﻣﻮﻻر ١ﻣﯿﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﺗﺮﯾﺲ و  ٠١) ﺑﺎﻓﺮETﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ  ٠٥ﺑﺮاي ﺗﮭﯿﮫ" ﻣﺜﻼ
sirT )lμ 005 ( cc5.0 =0001:005 ,0001x? = 01x05
ATDE ) lμ001 ( cc1.0 = 005:05 , 005x ? = 1x05
.ﻣﯿﺮﺳﺎﻧﯿﻢ  lm05رﯾﺨﺘﮫ و ﺣﺠﻢ آن را ﺑﮫ ( ﻟﻮﻟﮫ ﻓﺎﻟﻜﻦ) را درﻇﺮف ﻣﺪرج  ATDEاز lμ001از ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾﺲ و  lμ005:روش ﻛﺎر
  (.i locE) ﺑﺮاي ﻛﺸﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮي h torbBLﺗﮭﯿﮫ ﻣﺤﯿﻂ -٣
  ﻛﺸﺖ ﺑﺎ ﻛﺘﺮﯾﮭﺎي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده در ﻛﺎر ھﺎي ﺑﯿﻮﻟﻮژي ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ھﺪف از آﻣﻮزش اﯾﻦ ﻗﺴﻤﺖ ﺗﮭﯿﮫ ﻣﺤﯿﻂ ﻣﺎﯾﻊ ﺑﺮاي
  ﻣﺨﻠﻮط ﻛﻨﯿﺪ rerritSﻣﻮاد زﯾﺮ را وزن ﻛﺮده درون ارﻟﻦ ﻣﺎﯾﺮ رﯾﺨﺘﮫ و روي  -١
  ﮔﺮم ٢/٥ﺳﺪﯾﻢ ﻛﻠﺮاﯾﺪ                                               ﮔﺮم  ٢/٥ﺗﺮﯾﭙﺘﻮن 
  ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ ٠٥٢آب ﻣﻘﻄﺮ                                       ﮔﺮم  ١/٥٢ﻋﺼﺎره ﻣﺨﻤﺮ
٢در ﺻﻮرت ﻧﯿﺎز آﻧﺘѧﻲ ) از آن را درون ﻟﻮﻟﮫ ﻣﻨﺎﺳﺐ رﯾﺨﺘﮫ  ﻣﻘﺪار ﻻزم .و ﺳﭙﺲ آن را اﺗﻮﻛﻼو ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ ﺗﻨﻈﯿﻢ ﻛﻨﯿﺪ ٧-٧/٥ﻣﺤﯿﻂ را ﻣﺴﺎوي  Hp-٢
درﺟﮫ  ٧٣داده وﯾﻚ ﺷﺐ در  ﻛﺸﺖ ﻧﻈﺮ را درآن از ﺳﻠﻮل ﻣﻮرد   ﯾﻚ ﻛﻠﻨﻲ (ﻛﻨﺎر ﺷﻌﻠﮫ ) و ﺑﺼﻮرت اﺳﺘﺮﯾﻞ  (ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ 
  .ﻛﻨﯿﺪ ekahSآن را 
  . ھﺪف از اﻧﺠﺎم اﯾﻦ ﻛﺎر ﺗﮭﯿﮫ ﻣﺤﯿﻂ ﻛﺸﺖ ﺟﺎﻣﺪ ﺑﺮاي ﻛﺸﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪﺗﮭﯿﮫ آﮔﺎر ﭘﻠﯿﺖ  -٤
ﺷѧﺪه وﻣﺤﻠѧﻮل ﺷѧﻔﺎف ﺣѧﻞ " ﺗﺎ آﮔﺎر ﻛﺎﻣﻼدرﺻﺪ وزﻧﻲ ﭘﻮدر آﮔﺎرآﮔﺎر اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده وروي ﺷﻌﻠﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ ﺧﻮب ﺑﺠﻮﺷﺪ  ١/٥ﻣﻘﺪار  BLﺑﮫ ﻣﺤﯿﻂ 
  .ﺑﺪﺳﺖ آﯾﺪ ﺳﭙﺲ آن را اﺗﻮﻛﻼو ﻛﻨﯿﺪ
  .ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ( ﯾﺎ ھﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ ﻣﻨﺎﺳﺐ دﯾﮕﺮ ) آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ lm / gμ001ﻣﻘﺪار 
 ٤ﺮودت را ﻻي ﻛﺎﻏﺬ ﭘﯿﭽﯿﺪه و ﺗﺎ ھﻨﮕѧﺎم اﺳѧﺘﻔﺎده درﺑѧ  ﺳﭙﺲ آﻧﮭﺎﺳﻔﺖ ﺷﻮدﻣﺤﯿﻂ را داﺧﻞ ﭼﻨﺪ ﭘﻠﯿﺖ ﺗﻘﺴﯿﻢ ﻛﺮده و در ﺣﺮارت اﺗﺎق ﻗﺮار داده ﺗﺎ آﮔﺎر
  .درﺟﮫ ﻧﮕﮭﺪاري ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ
  : ﺗﮭﯿﮫ آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ ھﺎي ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز ﻛﺎرﮔﺎه  -٥
اﺳﺖ و ھѧﺮ ﻣﯿﻜѧﺮو ﻟﯿﺘѧﺮ اﯾѧﻦ ﻣﺤﻠѧﻮل  lm/gm001ﻏﻠﻈﺖ آن ﺳﻲ ﺳﻲ آب ﻣﻘﻄﺮاﺳﺘﺮﯾﻞ ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ ٥  رادر( ﯾﻚ وﯾﺎل) آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ  gm005( اﻟﻒ 
ﯾѧﺎ آﮔѧﺎر  htorb BL) ﺑﺮاي ھﺮ ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤѧﯿﻂ ﻛﺸѧﺖ . ﻣﯿﺸﻮد ﻣﺼﺮف lm/gμ001آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ.آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ اﺳﺖ  gμ001ﺣﺎوي 
  .اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد ﯾﻚ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮل( ﭘﻠﯿﺖ 
اﯾѧﻦ آﻧﺘѧﻲ . در ﻣﺘﺎﻧﻮل ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ و در ﻟﻮﻟﮫ ھﺎي ﯾﻚ ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮي ﺗﻘﺴﯿﻢ ﻛѧﺮده ﻓﺮﯾѧﺰر ﻛﻨﯿѧﺪ  lm/gm52  را ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ( وﯾﺎل ﯾﺎ ﻛﭙﺴﻮل ) ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ( ب
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘѧﺮ از اﯾѧﻦ  ۵.٠(ﯾѧﺎ آﮔѧﺎر ﭘﻠﯿѧﺖ  htorb BL) ﻣﯿﻠѧﻲ ﻟﯿﺘѧﺮ ﻣﺤѧﯿﻂ ﻛﺸѧﺖ  ﺑѧﺮاي ھѧﺮ . ﻣﺼѧﺮف ﻣﯿﺸѧﻮد lm/gμ5.21ﺑﯿﻮ ﺗﯿﻚ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ
ﺗﮭﯿﮫ ﻧﻤﻮد ﺳﭙﺲ ﺑﺮاي ھѧﺮ ﻣﯿﻠѧﻲ ﻟﯿﺘѧﺮ ﻣﺤѧﯿﻂ ﯾѧﻚ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘѧﺮ از  lm/gm5.21ﻣﯿﺘﻮان ﻣﺤﻠﻮل ذﺧﯿﺮه ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ را ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ) ﻣﺤﻠﻮل اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد 
  (.ﻣﻠﻮل ذﺧﯿﺮه اﺿﺎﻓﮫ ﻧﻤﻮد
  ( llec tnetepmoC) ﺗﮭﯿﮫ ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا-٦
ﺑﺎﻛﺘﺮي زﻧﺪه ﺑﻤﺎﻧﺪ و   ھﺪف ازآﻣﻮزش اﯾﻦ ﻗﺴﻤﺖ ﻛﺴﺐ ﻣﮭﺎرت ﺑﺮاي ﺗﮭﯿﮫ ﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺖ ﺑﻄﻮري ﻛﮫ ﻃﻲ ﭘﺮوﺳﮫ اي ﻛﮫ روي آن اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد 
ﻛѧﮫ ﺑѧﮫ ﺳѧﻠﻮل وارد ﻣﯿﺸѧﻮد ( kcohs taeH) ﻣﺘﻌﺎﻗѧﺐ آن ﺷѧﻮك ﮔﺮﻣѧﺎﯾﻲ وﺳѧﺮﻣﺎ وﻛﻠﺴѧﯿﻢ ﻛﻠﺮاﯾѧﺪ . ﺑﺘﻮاﻧﺪ وارد آن ﺷѧﻮد ( AND ralucriC)ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
  .ﭘﻼﺳﻤﯿﺪي از ﻃﺮﯾﻖ ﻣﻨﺎﻗﺬي ﻛﮫ روي ﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل اﺑﺠﺎد ﺷﺪه اﻧﺪ وارد آن ﻣﯿﮕﺮدد ANDﺗﻐﯿﯿﺮاﺗﻲ در ﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل اﯾﺠﺎد ﻣﯿﺸﻮد و
  :روش ﻛﺎر
  درﺟﮫ روي ﺷﯿﻜﺮاﻧﻜﻮﺑﮫ ﻛﻨﯿﺪ  ٧٣ﻛﺸﺖ داده وﯾﻚ ﺷﺐ در  BLﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﯿﻂ  ٣ﯾﻚ ﻛﻠﻨﻲ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را در  -١
ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﻣﯿﺸﻮد در اﯾѧﻦ ﻛﺎرﮔﺎھﮭѧﺎ از " ﺑﻨﺎ ﺑﮫ دﻻﯾﻠﻲ ﻛﮫ ﺑﻌﺪا) ﻛﺸﺖ دھﯿﺪ  BLﺠﻢ از ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﮫ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ رادر ده ﺣﺠﻢ ﻣﺤﯿﻂ ﯾﻚ ﺣ. ٢
  (ﻛﮫ ﺧﺼﻮﺻﯿﺎت آﻧﮭﺎ ﻧﯿﺰ ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﺧﻮاھﺪ ﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕﺮدد iloc.Eﺑﺎﻛﺘﺮي  eulb-1LXو  101BHدو ﺳﻮﯾﮫ 
  ﺑﺮﺳﺪ 6.0 = 006DOﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ ﺑﮫ  ekahSرا ﻣﻨﺎﺳﺐ آن  mprﺳﺎﻋﺖ در ﺣﺮارت و ۵.٢ﻣﺪت. ٣
  ﻣﻘﺪار ﯾﻚ ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ آن را ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﻣﯿﻜﺮوﻓﯿﻮژ اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ. ٤
  روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﻟﻮﻟﮫ ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل را ده دﻗﯿﻘﮫ. ٥
٣  ( درﺟﮫ اﻧﺠﺎم ﺷﻮد ٤ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ در ) ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ  mpr0053دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺎ  ٥ﻣﺪت . ٦
  اروﻧﮫ روي ﻛﺎﻏﺬ ﺟﺎذب اﻟﺮﻃﻮﺑﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ آب آن ﺧﺎرج ﺷﻮدﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را ﺧﺎﻟﻲ ﻛﺮده وﻟﻮﻟﮫ را و. ٧
ﻣﺤﻠﻮل ﻧﺒﺎﯾﺪ ورﺗﻜﺲ ﺷﻮد ﺑﻠﻜѧﮫ ﺑѧﺎ ﺿѧﺮﺑﮫ اﻧﮕﺸѧﺖ آن را ﺣѧﻞ ) ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻛﻨﯿﺪ  2lCaC Mm001رﺳﻮب را ﺑﺎﯾﻚ ﺳﻮم ﺣﺠﻢ اوﻟﯿﮫ از ﻣﺤﻠﻮل. ٨
  و ده دﻗﯿﻘﮫ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ( ﻛﻨﯿﺪ
  روﯾﻲ را ﺧﺎﻟﻲ ﻛﻨﯿﺪ آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﺮده ﻣﺤﻠﻮ ل ٥ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﮫ . ٩
  (ﺑﺎ ﺿﺮﺑﮫ دﺳﺖ ) ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻛﻨﯿﺪ  2lCaCﻣﺤﻠﻮل  رﺳﻮب را ﺑﺎ ﯾﻚ دوازده وﻧﯿﻢ ﺣﺠﻢ اوﻟﯿﮫ. ٠١
  .اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ noitamrofsnarTآن را درون ﻣﯿﻜﺮوﻓﯿﻮژ ھﺎي ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺗﻘﺴﯿﻢ ﻛﺮده وﺑﺮاي 
  (ﺑﮫ ﺑﺎﻛﺘﺮي زﻧﺪه  AND dimsalPاﻧﺘﻘﺎل ) no i tamro fsnarT-٧
اﯾѧﻦ ﻛѧﺎر در ﺑﯿﻮﻟѧﻮژي ﻣﻮﻟﻜѧﻮﻟﻲ از اھﻤﯿѧﺖ ﺑѧﺎﻻﯾﻲ ﺑѧﺮ . ﻗﺴﻤﺖ ﻛﺴﺐ ﻣﮭﺎرت ﻻزم ﺑﺮاي اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﮫ ﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ  ھﺪف از آﻣﻮزش اﯾﻦ
ﺑѧﮫ  )dimsalp tnanibmoceR(آن ژن در ﯾѧﻚ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ﻛﻠѧﻮن ﺷѧﻮد و ﺳѧﭙﺲ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿѧﺐ " ﺑﺎﯾﺪ ﺣﺘﻤﺎ ﺑﺮاي ﻛﺎر ﻛﺮدن ﺑﺎ ژﻧﮭﺎ. ﺧﻮردار اﺳﺖ 
  .ﻛﻠﻮن ﺷﺪه در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﯿﺰ ﺑﮫ ﺗﺒﻊ آن ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﻛﻨﺪ ( AND) ﺗﺎﭘﺲ از ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ، ژن ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻨﻘﻞ ﺷﻮد  ﺳﻠﻮل
  را روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ( llec tnetepmoC) ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا . ١
راﯾѧﻦ ﻛﺎرﮔﺎھﮭѧﺎ از ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﻣﯿﺸﻮد د" ﺑﻨﺎ ﺑﮫ دﻻﯾﻠﻲ ﻛﮫ ﺑﻌﺪا) ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده ﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﻛﻨﯿﺪ ( gn5)  ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را AND dimsalP. ٢
  (ﻛﮫ ﺧﺼﻮﺻﯿﺎت آﻧﮭﺎ ﻧﯿﺰ ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﺧﻮاھﺪ ﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕﺮدد tpircseulBو 223RBpدوﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
  دﻗﯿﻘﮫ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ  ٠٣را ﻣﺪت ( llec tnetepmoC) ﻟﻮﻟﮫ ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل ﭘﺬﯾﺮا  -. ٣
  (ﺷﻮك ﮔﺮﻣﺎ ) درﺟﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ  ٢٤ﺛﺎﻧﯿﮫ در آب ﮔﺮم  ٠٤واﻛﻨﺶ را ﻣﺪت  -.٤
  دﻗﯿﻘﮫ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ ١-٢ﻣﺪت -.٥
 ٠٢ھѧﺮ iloc.Eﺑѧﺎﻛﺘﺮ ي )درﺟﮫ اﻧﻜﻮﺑﮫ ﻛﻨﯿѧﺪ  ٧٣دﻗﯿﻘﮫ در  ٠٤-٠٦ﺑﮫ آن ﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده و ( ﺑﺪون آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ) BLﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﯿﻂ  ٠٠٢ﻣﻘﺪار . -٦
  . .(دو ﯾﺎ ﺳﮫ ﻧﺴﻞ ﺗﻜﺜﯿﺮﻧﻤﺎﯾﺪ  دﻗﯿﻘﮫ ﯾﻚ ﻧﺴﻞ ﺗﻜﺜﯿﺮ ﻣﯿﻜﻨﺪ ودر اﯾﻨﺠﺎ ﺑﮫ آن ﻓﺮﺻﺖ داده ﻣﯿﺸﻮد ﺗﺎ
آن را روي ﺳѧﻄﺢ آﮔѧﺎر داﺧѧﻞ  redaerpSھﻤﮫ ﻣﺤﺘﻮاي ﻟﻮﻟﮫ را روي ﭘﻠﯿѧﺖ ﺧѧﺎﻟﻲ ﻛѧﺮده و ﺑѧﺎ : ﺗﻮﺟﮫ ) آﮔﺎر ﭘﻠﯿﺖ ﭘﺨﺶ ﻛﻨﯿﺪ  رت زﯾﺮ رويﺑﺼﻮ -٧
  (ﭘﻠﯿﺖ ﭘﺨﺶ ﻛﻨﯿﺪ
  و آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ ﻣﻨﺎﺳﺐ ANDdimsalp +llec tnetepmoC  :Aﭘﻠﯿﺖ:
  (آﮔﺎر ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ اﺳﺖ ) llec tnetepmoC  B: ﭘﻠﯿﺖ 
  ( آﮔﺎر ﻓﺎﻗﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ اﺳﺖ) llec tnetepmoC:Cﭘﻠﯿﺖ
  ﭘﻠﯿﺖ را ﺑﮫ اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﻣﻨﻘﻞ ﻛﺮده ودرب آﻧﮭﺎ را ﻧﯿﻤﮫ ﺑﺎز ﺑﮕﺬارﯾﺪ ﺗﺎﺳﻄﺢ ﭘﻠﯿﺘﮭﺎ ﺧﺸﻚ ﺷﻮد  -.٨
٤  درﺟﮫ اﻧﻜﻮﺑﮫ ﻛﻨﯿﺪ  ٧٣واروﻧﮫ ﯾﻚ ﺷﺐ در ﺣﺮارت  ﭘﻠﯿﺖ ھﺎرا ﺑﺼﻮرت. -٩
  وي ﺳﻄﺢ ﭘﻠﯿﺖ ﻛﻠﻨﻲ ھﺎ ﻇﺎھﺮ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪﺳﺎﻋﺖ ر ٢١اﮔﺮ ﭘﺮوﺳﮫ ﻛﺎر ﺧﻮب اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ ﺑﻌﺪ از  -٠١
ﻛﻠﻨѧﻲ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي  Bﻛﻠﻨѧﻲ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي رﺷѧﺪ ﻛѧﺮده ﺑﺎﺷѧﺪ وﻟѧﻲ روي ﭘﻠﯿѧﺖ  Cو  Aاﮔﺮ ﻛﺎر درﺳﺖ اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﺎﺷѧﺪ ﺑﺎﯾѧﺪ روي ﭘﻠﯿѧﺖ ھѧﺎي : ﺗﻔﺴﯿﺮ ﻧﺘﺎﯾﺞ-١١
ﻣﻘﺎوﻣѧﺖ ﺑѧﮫ آﻧﺘѧﻲ  ﺳѧﻤﯿﺪ ﺣѧﺎوي ژن ﺑѧﺎ ﯾѧﻚ ﭘﻼ "اﺳѧﺖ ﻛѧﮫ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﻣѧﻮرد اﺳѧﺘﻔﺎده ﻗѧﺒﻼ  ﺑﮫ اﯾﻦ ﻣﻌﻨѧﻲ  Bرﺷﺪ ﻛﻠﻨﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﺎﯾﻲ روي ﭘﻠﯿﺖ  ﻣﺸﺎھﺪه ﻧﮕﺮدد
ﺑﺎ ﻛﺘﺮ ي رﺷѧﺪ  ﻛﻠﻨﻲ   Cاﮔﺮ روي ﭘﻠﯿﺖ . ﻇﺎھﺮ ﺷﺪه اﻧﺪ ﻓﺎﻗﺪ اﻋﺘﺒﺎر ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ Aدر اﯾﻨﺼﻮرت ﻛﻠﻨﻲ ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ روي ﭘﻠﯿﺖ  ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم ﺷﺪه اﺳﺖ
ھﻢ  Aﻧﺘﻈﺎر داﺷﺘﮫ ﺑﺎ ﺷﯿﻢ ﻛﮫ روي ﭘﻠﯿﺖ ﺧﺮاب ﺑﻮده و ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ در ﻃﻮل ﭘﺮوﺳﮫ ﻛﺎر ﻣﺮده اﻧﺪو ﻧﺒﺎﯾﺪ اllec tnetepmoCﻧﻜﻨﺪ ﺑﮫ اﯾﻦ ﻣﻌﻨﻲ اﺳﺖ ﻛﮫ 
  .رﺷﺪ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ھﺴﺘﻨﺪ Aﭘﻠﯿﺖ  ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﺎﯾﻲ ﻛﮫ روي.رﺷﺪ ﻛﻨﺪ  ﺑﺎﻛﺘﺮي   ﻛﻠﻨﻲ
     درس ﺳﻮم    
  : ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ھﺎ  -٨
وارد ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﯿﺸﻮد و ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي آن داﺧﻞ ﺳﯿﺘﻮﭘﻼﺳﻢ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي وﺑﻄﻮرﻣﺴѧﺘﻘﻞ از ژﻧѧﻮم ﺑѧﺎﻛﺘﺮي  اﺳﺖ ﻛﮫ ﺣﻠﻘﻮي   ANDsdﯾﻚ ﻣﻮﻟﻜﻮل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
اﺳﺖ ( ﻣﻨﺸﺎء ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ) noitacilpeR fo nigirO   )iro(ھﺮﭘﻼﺳﻤﯿﺪ داراي ﯾﻚ. اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮدوﺑﮫ آﺳﺎﻧﻲ ھﻢ از ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺨﺮاج ﻣﯿﺸﻮد
ھѧﺎ ﻓﻘѧﻂ ﯾѧﻚ ﺟﺎﯾﮕѧﺎه  emyzne noitcirtseRﻗﺴﻤﺘﻲ از ﺗﺮادف ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻛﮫ ﺑﺮاي ﺗﻌﺪادي از . ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ از آن ﻧﻘﻄﮫ ﺷﺮوع ﻣﯿﺸﻮد  ﺎزيﻛﮫ ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳ
ﮔﻔﺘѧѧѧѧѧﮫ    etiS gninolC elpitluMﺑѧѧѧѧѧﺮش دارد و اﯾѧѧѧѧﻦ آﻧѧѧѧѧѧﺰﯾﻢ ھѧѧѧѧѧﺎ در ﻗﺴѧѧѧѧﻤﺘﮭﺎي دﯾﮕﺮﺗѧѧѧѧѧﺮادف ﭘﻼﺳѧѧѧѧѧﻤﯿﺪ ﺟﺎﯾﮕѧѧѧѧﺎه ﺑѧѧѧѧѧﺮش ﻧﺪارﻧѧѧѧѧﺪ 
enolC) ﺧѧѧﺎرﺟﻲ در اﯾѧѧѧﻦ ﻗﺴѧѧѧﻤﺖ ﻛﻠѧѧѧﻮن  ANDﻣﻮﻟﻜѧѧѧﻮل  ن ﺳѧѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧѧѧﻮد ﯾﻌﻨѧѧѧﻲ از آ AND tnanibmoceRﺗﮭﯿѧѧѧﮫ وﺑѧѧѧﺮاي ﻣﯿﺸѧѧѧﻮد
ﻣﻲ  وﻟﻲ در ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺑﺎ ﻛﺮوﻣﻮزوم ﺳﻠﻮل ﻣﯿﺰﺑﺎن ﺑﺴﯿﺎر ﻛﻮﭼﻜﺘﺮ( در ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ و ﻣﺨﻤﺮھﺎ )ﺗﻌﺪادي از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ھﺎ در ﻃﺒﯿﻌﺖ ﯾﺎﻓﺖ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ .ﻣﯿﮕﺮدد   (
ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ھѧﺎ ﺑѧﺮاي ﻛﺎرھѧﺎي ﺧﺎﺻѧﻲ در آزﻣﺎﯾﺸѧﮕﺎه ﻃﺮاﺣѧﻲ و ﺳѧﺎﺧﺘﮫ ﺷѧﺪه اﻧѧﺪ  ﺗﻌѧﺪادي از .) ﺑﺎﺷﻨﺪ و اﻏﻠﺐ در ﺧﺎرج ﻛﺮوﻣﻮزوم ﺑﺎﻛﺘﺮي دﯾﺪه ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ
ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ ﻛѧﮫ ﺑѧﺮاي ﻛﺎرھѧﺎي ﻣﮭﻨﺪﺳѧﻲ  ﺑﮫ ﯾﻚ آﻧﺘѧﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿѧﻚ  ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖاﮔﺮ ﭼﮫ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎ ﺑﺮاي زﻧﺪﮔﻲ ﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺿﺮوري ﻧﯿﺴﺘﻨﺪ وﻟﻲ ﺣﺎوي  (.
 rebmun ypoc hgiHﺑﻌﻀѧѧﻲ از ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪھﺎ ﺗﻌѧﺪاد زﯾѧﺎدي ﻛﭙѧﻲ در داﺧѧﻞ ﺳѧﻠﻮل ﺑѧﺎﻛﺘﺮي دارﻧѧﺪ ﻛѧﮫ ﺑﻨѧﺎم . ژﻧﺘﯿѧﻚ ﻻزم و ﺿѧﺮوري اﺳѧﺖ 
ﺗﻌѧﺪاد . ھѧﻢ ﮔﻔﺘѧﮫ ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ  dimsalP dexaleRو ( ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﺑﺴѧﺘﮕﻲ ﻧѧﺪارد اﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ھﺎ ﺑѧﮫ ﻛﺮوﻣѧﻮزوم  ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي)ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ dimsalp
ﻣﻌѧﺮوف ھﺴѧﺘﻨﺪ و  dimsalp rebmun ypoc woLدﯾﮕﺮي ازﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎ ﺗﻌﺪاد ﻛﭙѧﻲ ﻣﺤѧﺪود ﺗѧﺮي در داﺧѧﻞ ﺳѧﻠﻮل ﺑѧﺎﻛﺘﺮي اﯾﺠѧﺎد ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ ﻛѧﮫ ﺑﻨѧﺎم 
ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ  ecneuqeSدر ﺑﺎ ﺗﻐﯿﯿﺮاﺗﻲ ﻛﮫ  .ھﻢ ﻣﻌﺮوف ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ dimsalP tnegnirtSآﻧﮭﺎ را ﻛﻨﺘﺮل ﻣﯿﻜﻨﺪ و ﺑﮫ  noitacilpeR" ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺷﺪﯾﺪا
از ﯾѧﻚ ﻣﻨﺸѧﺎ ﺑﺎﺷѧﻨﺪ ھﻨﮕѧﺎم دو ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ  iroﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ .ھﺎ اﯾﺠﺎد ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ ﺻﻔﺎت ﺧﺎﺻѧﻲ در آﻧﮭѧﺎ ﺑﻮﺟѧﻮد ﻣѧﻲ آﯾѧﺪ ﻛѧﮫ در ﻣﮭﻨﺪﺳѧﻲ ژﻧﻨﺘﯿѧﻚ اﺳѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ 
اﺷѧﺘﮫ ﺑﺎﺷѧﺪ ھﻨﮕѧﺎم ﺗﺮاﻧﺴѧﻔﻮر اﻧﮭѧﺎ ﺑѧﺎ ھѧﻢ اﺧѧﺘﻼف د iroﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﯿﻮن ﺑﺎ ھﻢ رﻗﺎﺑﺖ ﻛѧﺮده و ﻓﻘѧﻂ ﯾﻜѧﻲ از آﻧﮭѧﺎ وارد ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﻣﯿﺸѧﻮد اﻣѧﺎ اﮔѧﺮ ﻣﻨﺸѧﺎ 
  (.اﯾﻦ ﻣﺴﺌﻠﮫ در ﻛﺎرھﺎي ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ اھﻤﯿﺖ ﺧﺎﺻﻲ دارد ) دو ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﯿﺰ ﻣﯿﺘﻮاﻧﻨﺪ وارد ﯾﻚ ﺳﻠﻮل ﺑﺸﻮﻧﺪ  ﻣﺎﺳﯿﻮن
  :ﻛﺎرھﺎي ﻋﻤﻠﻲ در اﯾﻦ ﻛﺎر ﮔﺎھﮭﺎي آﻣﻮزﺷﻲ ﺑﺎ دو ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد
اﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺗﻮﺳﻂ ﻓﺮاﻧﺴﯿﺴﻜﻮ ﺑﻮﻟﯿﻮار و ھﻤﻜﺎران ﻃﺮاﺣﻲ و ﺳﺎﺧﺘﮫ ﺷﺪه اﺳﺖ و ھﻤﮫ ﺧﺼﻮﺻﯿﺎت ﯾѧﻚ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ﺧѧﻮب را  223RBpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ( اﻟﻒ
اﯾѧﻦ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ . ھѧﺎ ﻓﻘѧﻂ ﯾѧﻚ ﺟﺎﯾﮕѧﺎه ﺑѧﺮش دارد  emyznE noitcitseRدارد و ﺑѧﺮاي ﺗﻌѧﺪادي از ( pb3634)وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﭘѧﺎﯾﯿﻦ . دارا ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ 
ﻣѧﺬﻛﻮر ﻣﻘѧﺎوم  ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ و ھﻨﮕﺎﻣﯿﻜѧﮫ وارد ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﻣﯿﺸѧﻮد ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﻧﺴѧﺒﺖ ﺑѧﮫ دو آﻧﺘѧﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿѧﻚ  داراي دوژن ﻣﻘﺎوﻣѧﺖ ﺑѧﮫ آﻣﭙѧﻲ ﺳѧﯿﻠﯿﻦ و ﺗﺘѧﺮا ﺳѧﯿﻜﻠﯿﻦ 
ﺑﺮش داده و ﺣѧﺬف ﻛѧﺮده اﻧѧﺪ واز  IIeaHﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ  ﺪرا ﻛﮫ ﺑﺮاي اداﻣﮫ زﻧﺪﮔﻲ آن ﺿﺮوري ﻧﻤﯿﺒﺎﺷ( pb507)ﻗﺴﻤﺘﻲ از ﺗﺮادف اﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ.ﻣﯿﺸﻮد
  .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  223RBPﺑﺮاﺑﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ٣-٥اﻧﺪ ﻛﮫ ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي آن  ﺳﺎﺧﺘﮫ 351Tpﭘﻼﺳﻤﯿﺪي ﺑﻨﺎم  آن
٥  
  ﺮﺗﺼﻮﯾﺮ ﺑﺰرﮔﺘ
  223RBPﻧﻘﺸﮫ ژﻧﻲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ١ﺷﻜﻞ 
ﺑﻄﻮري ( esadisotcalag-βژن  lanimret Nﻗﺴﻤﺖ) `zcaLھﻤﺎﻧﻄﻮر ﻛﮫ در ﺷﻜﻞ دﯾﺪه ﻣﯿﺸﻮد ﺗﺮادف ژن  ks tpircseulBﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ( ب
آﻧﺰﯾﻤﮭѧﺎ درﻗﺴѧﻤﺖ ﺟﺎﯾﮕѧﺎه ﺑѧﺮش . )اﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻗﺴﻤﺘﻲ از ﺗѧﺮادف ژن ﻣѧﺬﻛﻮر ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ  etiS gninolC elpitluMﺗﻌﺒﯿﮫ ﺷﺪه اﺳﺖ ﻛﮫ روي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
 tnanibmoceRدرﻣﮭﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﯿѧﻚ ﺑѧﺮاي اﻧﺘﺨѧﺎب ﻛﻠﻨѧﻲ ھѧﺎي ﺳѧﻔﯿﺪ ﺑﺎﻛﺘﺮﯾѧﺎﯾﻲ ﺣѧﺎوي  ﻛﮫ( ﻗﺮار دارﻧﺪ  223RBPھﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺗﺮادف ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
را ﺑѧѧﺮ ﺣﺴѧѧﺐ  ژن ﻛﻠѧѧﻮن ﺷѧѧﺪه ﻗѧѧﺮار داﺷѧѧﺘﮫ ﻛѧѧﮫ 7Tو  3Tاﯾѧѧﻦ ﭘﻼﺳѧѧﻤﯿﺪ ﭘﺮوﻣﻮﺗѧѧﻮر ﻓﺎژھѧѧﺎي    SCMدر دو ﻃѧѧﺮف  .اﺳѧѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧѧﻮد AND





  ks tpicseulB( ﻓﺎژﻣﯿﺪ ) ﻧﻘﺸﮫ ژﻧﻲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  -٢ﺷﻜﻞ 
اﺳѧﺖ ﻛѧﮫ ﺑѧﮫ اﯾѧﻦ ﻋﻠѧﺖ ﮔﺮﻓﺘѧﮫ ﺷѧﺪه  1Fو دﯾﮕѧﺮي از ﻓѧﺎژ  iloc.Eاﺳﺖ ﻛﮫ ﯾﻜﻲ از ﺑﺎﻛﺘﺮي  noitacilpeR fo lanigirOاﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ داراي دو 
 tpircseulBدر  .ھﻢ ﻗﺎﺑﻞ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ANDﯾﻚ ﻗﻄﻌﮫ gnicneuqeSھﻨﮕﺎم    ANDssاﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﯿﺪ .. ﻓﺎژﻣﯿﺪ ھﻢ ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮد
 maertsnwoDﺑﻼﻓﺎﺻѧѧﻠﮫ در  InpKو ﺟﺎﯾﮕѧѧﺎه آﻧѧѧﺰﯾﻢ  7Tﭘﺮوﻣﻮﺗѧѧﻮر ﻓѧѧﺎژ maertsnwoDﺑﻼﻓﺎﺻѧѧﻠﮫ در  IcaSﺟﺎﯾﮕѧѧﺎه آﻧѧѧﺰﯾﻢ  )31M( ks
-31M( ks tpircseulBﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ  ﻣﺨѧﺎﻟﻒ  noitatneiroدر  ()31M( sk tpircseulBﭘﻠѧﻲ ﻛﻠﻮﻧﯿﻨѧﮓ ﺳѧﺎﯾﺖ . ﻗﺮاردارﻧѧﺪ  3Tﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرﻓﺎژ 








  KSII tpircseulB( ﻓﺎژﻣﯿﺪ ) ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  etisgninolc elpitluM٤ﺷﻜﻞ
  
  (noitaraperpiniM)   در ﻣﻘﯿﺎس ﻛﻢﭘﻼﺳﻤﯿﺪاﺳﺘﺨﺮاج-٩
ﮔﻔﺘﮫ ﺷﺪ اﯾﻦ ﻛﺎر در ﻣﮭﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﯿﻚ و " ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ و ھﻤﺎﻧﻄﻮرﯾﻜﮫ ﻗﺒﻼھﺪف از آﻣﻮزش اﯾﻦ ﻗﺴﻤﺖ ﻛﺴﺐ ﻣﮭﺎرت ﺑﺮاي اﺳﺘﺤﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ از داﺧﻞ 
در ﻣѧﻮارد  perpiniMﺑѧﺎ روش آﻟﻜѧﺎﻟﯿﻦ وﺑѧﮫ ﺻѧﻮرت    AND dimsalPاﺳѧﺘﺨﺮاج . ﺑﯿﻮﻟѧﻮژي ﻣﻮﻟﻜѧﻮﻟﻲ از اھﻤﯿѧﺖ ﺑѧﺎﻻﯾﻲ ﺑﺮﺧѧﻮردار اﺳѧﺖ 
ﻓﻘѧﻂ  دراﯾѧﻦ ﻛﺎرﮔѧﺎه . ) ﻣﯿﮕѧﺮدد  اﺳѧﺘﺨﺮاج  elacs egraLاﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد و ﺑﺮاي ﻛﺎرھﺎي ﺣﺴﺎس ﺗﺮ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ﺑﺼѧﻮرت  gnineercs ynoloC
ﻟﯿѧﺰ ﺷѧﺪه و ﻣﺤﺘﻮﯾѧﺎت آن آزاد (   ATDEﮔﻠѧﻮﻛﺰ، ﺗѧﺮﯾﺲ ،  )ETGﺑﺮاي اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺳﻠﻮل ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑѧﺎ ﻣﺤﻠѧﻮل  (.اﻧﺤﺎم ﻣﯿﺸﻮد perpiniM
ﺳﻮﭘﺮ ﻛﻮﯾﻞ دﻧﺎﺗﻮره  ANDروش در اﯾﻦ )دﻧﺎﺗﻮره ﻛﺮده( SDSو HOaN) و ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﮭﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ را ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﻗﻠﯿﺎ  AND cimoneG. ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ 
 dimsalPدر اﯾѧﻦ ﭘﺮوﺳѧﮫ . و ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﮭѧﺎرا رﺳѧﻮب ﻣﯿѧﺪھﯿﻢ  AND cimoneGو ﺑﻼﻓﺎﺻѧﻠﮫ ﺑѧﺎ اﺳѧﯿﺪي ﻛѧﺮدن ﻣﺤѧﯿﻂ و اﯾﺤѧﺎد ﺳѧﺮﻣﺎ ( ﻧﻤﯿﺸѧﻮد
  . ﺟﺪا ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ ( ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ھﺎ ) ﺑﺼﻮرت ﻣﺤﻠﻮل ﺑﺎﻗﻲ ﻣﯿﻤﺎﻧﺪﻛﮫ ﺗﻮﺳﻂ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژآﻧﺮا از ﻓﺎزآﻟﻲ  AND
  :روش ﻛﺎر
ﻋﺪه اي ﻣﻌﺘﻘﺪﻧѧﺪ ﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ رﺳѧﻮب  .ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ mpr0054ﺑﺎ  دﻗﯿﻘﮫ ٥را ﺑﻤﺪت( ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ) ﯿﺘﺮ ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﮫ ﻣﯿﻠﻲ ﻟ ١/٥ﻣﻘﺪار  -١
  واﻛﻨﺶ ھﺎي آﻧﺰﯾﻤﻲ ﺑﮭﺘﺮ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮد ( ﺷﺴﺘﺸﻮ دھﯿﻢ ) ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻛﺮده و دوﺑﺎره ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﻢ  ETSﻣﺤﻠﻮل  را ﺑﺎ
  ([8=Hp( ATDE Mm1 , )8=Hp ( sirTMm 01 , lCaN Mm001 = ETS] 
  (روي ﯾﺦ ﺳﺮد ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﺤﻠﻮل)   ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن  Iﻣﺤﻠﻮل  lμ001رﺳﻮب را در  -٢
  (٨Hp( ATDE Mm 01 , sirT mm52 , esoculg Mm٠٥  : Iﻣﺤﻠﻮل  
٧  دﻗﯿﻘﮫ در ھﻮاي اﺗﺎق ﻗﺮار دھﯿﺪ ٥-٠١ﻣﯿﻜﺮو ﻓﯿﻮژ ﺣﺎوي واﻛﻨﺶ را ﻣﺪت . -٣
اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده ، درب ﻟﻮﻟﮫ را ﺑﺒﻨﺪﯾﺪ و ﺑﺎ واروﻧﮫ ﻛﺮدن آن ﻣﺤﻠﻮل را ﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﻛﻨﯿﺪو  ﮫ ﺷﺪه ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ واﻛﻨﺶﺗﺎزه ﺗﮭﯿ IIاز ﻣﺤﻠﻮل  lμ002ﻣﻘﺪار  -.٤
  .دﻗﯿﻘﮫ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ ٥
  SDS %1 ,HOaN  N٢.٠: IIﻣﺤﻠﻮل 
دﻓﻌѧﮫ آن را واروﻧѧﮫ ﻛﻨﯿѧﺪ  ٠١ﻲ درب ﻟﻮﻟѧﮫ را ﺑﺴѧﺘﮫ و ﺑѧﮫ آھﺴѧﺘﮕ . ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ واﻛﻨﺶ اﺿѧﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿѧﺪ ( ﺳﺮدﺷﺪه روي ﯾﺦ )IIIاز ﻣﺤﻠﻮل  lμ051ﻣﻘﺪار  -٥
  .دﻗﯿﻘﮫ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ ٥١وﻣﺪت 
ﻣﻮﻻر ﭘﺘﺎﺳѧﯿﻢ ٣اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮل داراي )                ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ ٨٢/٥آب ﻣﻘﻄﺮ, ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺮ ١١/٥اﺳﯿﺪ اﺳﺘﯿﻚ    ,KocA M5ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ  ٠٦: IIIﻣﺤﻠﻮل 
  .ﯾﻚ رﺳﻮب ﺳﻔﯿﺪ رﻧﮓ در داﺧﻞ ﻟﻮﻟﮫ ﭘﺪﯾﺪار ﮔﺮدد وﻗﺘﻲ اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮﻟﺒﮫ واﻛﻨﺶ اﺿﺎﻓﮫ ﻣﯿﺸﻮد ﺑﺎﯾﺪ ( ﻣﻮﻻر اﺳﺘﺎت اﺳﺖ  ٥و 
  آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ  gx00021دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺎ  ٠٢ﻣﺪت  -٦
  (ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ) را ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ دﯾﮕﺮ اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ( ﻣﯿﻜﺮو ﻟﯿﺘﺮ ٠٥٤"ﺗﻘﺮﯾﺒﺎ)ﻣﺤﻠﻮل روﯾﻲ  -٧
  ( راﺿﺮوري ﻧﻤﯿﺪاﻧﻨﺪ ﻋﺪه اي اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﮫ) ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ  M3.0ﺳﺪﯾﻢ اﺳﺘﺎت ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ  -٨
  اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ دو ﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ آن اﺗﺎﻧﻞ ﻣﻄﻠﻖ ﺳﺮد -٩
روي ﻛﺎﻏѧﺬﺟﺎذب ﻟﻮﻟѧﮫ را واروﻧѧﮫ " ﺣﺘﻤѧﺎ ) را ﺣѧﺬف ﻛﻨﯿѧﺪ  اﻟﻜѧﻞ . رﺳѧﻮب ﻛﻨѧﺪ    AND dimsalpدﻗﯿﻘﮫ آن را ﺳѧﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿѧﺪ ﺗѧﺎ  ٥١ﻣﺪت  -٠١
  (.اﻟﺮﻃﻮﺑﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ 
  ﻛﻨﺪه ﺷﺪه و در اﻟﻜﻞ ﺷﻨﺎور ﺷﻮد  tellepﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و آن را ورﺗﻜﺲ ﻛﻨﯿﺪ ﺑﻄﻮرﯾﻜﮫ ا (ﻣﯿﻜﺮﻟﯿﺘﺮ ٠٠١) درﺟﮫ ٠٧اﻟﻜﻞ  رﺳﻮب روي -١١
  ( ﺷﺴﺘﺸﻮ دادن ﺑﺎ اﻟﻜﻞ ) دﻗﯿﻘﮫ در ﺣﺮارت اﺗﺎق آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ٣ﻣﺪت  -٢١
  .درﺟﮫ ﺧﺸﻚ ﻛﻨﯿﺪ  ٠٧اﻟﻜﻞ را ﺧﺎﻟﻲ ﻛﺮده ورﺳﻮب را در ﺣﺮارت  -٣١
  ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ( ) ETﺑﺎﻓﺮ  ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آب ﯾﺎ ٠٥رﺳﻮب را در  -٤١
  8 Hp ATDE Mm1 , 8 Hp sirT Mm01 =ET
  :(noitaraperp AND dimsalP elacs egraL)اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ در ﻣﻘﯿﺎس ﺑﺎﻻ-٠١
ﻮѧﮫ را واروﻧѧﮫ روي ﻛﺎﻏѧﺬ ﻣﺎﯾﻊ روﯾѧﻲ را ﺧѧﺎﻟﻲ ﻛѧﺮده و ﻟ  .ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪدﻗﯿﻘﮫ  ٠١ﺑﮫ ﻣﺪت  g0004ﺑﺎ  ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﮫ را ٠٠٥ﻣﻘﺪار . ١
  . ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻧﻤﻮده و دو ﺑﺎر ه ﺳﺎﻧﺘﺰﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪو ﺳﭙﺲ ﻟﻮﻟﮫ واروﻧﮫ ﻗﺮار داده ﺗﺎ درﻧﺎژ ﺷﻮد ETSرﺳﻮب را ﺑﺎ . ﺧﺸﻚ ﻛﻦ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ درﻧﺎژﺷﻮد
  ([8=Hp( ATDE Mm1 , )8=Hp ( esab -sirTMm 01 , lCaN Mm001 = ETS] 
  . ﻞ ﻛﻨﯿﺪﺣ Iﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﻠﻮل  ٠١رﺳﻮب را در. ٢
ATDEMm 01 ,)8 Hp ( sirT Mm 52 , esoculg Mm 05 :I noituloS
دﻗﯿﻘﮫ در ھﻮاي اﺗﺎق ﻗﺮار دھﯿﺪ ٠١و آن را ﺧﻮب ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻛﻨﯿﺪ . ٣
٨ ٥ﻮط ﻛﻨﯿѧﺪو ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده درب ﻟﻮﻟﮫ را ﺑﺒﻨﺪﯾﺪ و ﺑﺎ واروﻧﮫ ﻛﺮده آن ﻣﺤﻠﻮل را ﺧﻮب ﻣﺨﻠѧ      ﺗﺎزه ﺗﮭﯿﮫ ﺷﺪه IIﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل  ٠٢ﻣﻘﺪار . ٤
  دﻗﯿﻘﮫ روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪﻣﺤﻠﻮل
SDS %1 ,HOaN N2.0 :II noituloS
دﻗﯿﻘﮫ ﻟﻮﻟﮫ را روي ﯾﺦ ﻗﺮار دھﯿﺪ ٥١اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ وﺑﮫ ﺑﮫ واﻛﻨﺶ  IIIﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل  ٥١ﻣﻘﺪار . ٥
O2Hdd fo lm 5.82 , dicA citecA fo lm 5.11 , KOCA M5 fo lm 06 : III noituloS
  
ﻣﯿﺘѧﻮان ) وﻗﺘ ﻲ اﯾѧﻦ ﻣﺤﻠѧﻮل اﺿѧﺎﻓﮫ ﻣﯿﺸѧﻮد ﺑﺎﯾѧﺪ ﯾѧﻚ رﺳѧﻮب ﺳѧﻔﯿﺪ رﻧѧﮓ ﭘﺪﯾѧﺪار ﮔѧﺮدد ( ﻣﻮﻻر اﺳﺘﺎت اﺳѧﺖ  ٥ﻣﻮﻻر ﭘﺘﺎﺳﯿﻢ و ٣ل داراي اﯾﻦ ﻣﺤﻠﻮ) 
  (ﭘﯿﭙﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﮭﺎ را ﺷﻜﺴﺖ ﺑﺎﭘﺮوﺧﺎﻟﻲ ﻛﺮدن ﻣﺤﻠﻮل ﺗﻮﺳﻂ 
  آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ gx00002دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺎ  ٠٢ﻣﺪت . ٦
  ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺟﺪﯾﺪ اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ( ﻲ ﻟﯿﺘﺮﻣﯿﻠ ٥١ﻣﻘﺪار " ﺗﻘﺮﯾﺒﺎ)ر ا ﻣﺤﻠﻮل روﯾﻲ . ٧
  دﻗﯿﻘﮫ در ﺣﺮارت اﺗﺎق ﻗﺮار دھﯿﺪ ٥١ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ وﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮده و اﯾﺰو ﭘﺮوﭘﺎﻧﻞ( ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ  ٢١) ﺣﺠﻢ اوﻟﯿﮫ   ٦.٠ﻣﻘﺪار. ٨
درﺟﮫ اﻧﺠﺎم ﺷﻮد ﻧﻤѧﻚ  ٤ﮔﺮ در ا: ﺗﻮﺟﮫ ) در ﺗﮫ ﻟﻮﻟﮫ رﺳﻮب ﻛﻨﺪ  AND dimsalpآن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ دﻗﯿﻘﮫ  ٥١درﺣﺮارت اﺗﺎق و ﻣﺪت . ٩
  ( رﺳﻮب ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ  ھﺎ
ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ  ٠١ﻣﻘﺪار ) و در ﺣﺮارت اﺗﺎق ﺷﺴﺘﺸﻮ دھﯿﺪ  درﺟﮫ٠٧اﻟﻜﻞ  و رﺳﻮب راﺑﺎ( ﻟﻮﻟﮫ را واروﻧﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ " ﺣﺘﻤﺎ) ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را ﺣﺬف ﻛﻨﯿﺪ 
درﺟѧﮫ  ٠٧اﻟﻜѧﻞ را ﺧѧﺎﻟﻲ ﻛѧﺮده و آن را در ﺣѧﺮارت (. ﺪ دﻗﯿﻘﮫ ﺳѧﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿѧ  ٠١ﺑﻤﺪ ت   g00071درﺟﮫ ﺑﮫ ھﺮ ﻟﻮﻟﮫ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده و ﺑﺎ  ٠٧اﻟﻜﻞ 
  .ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ  ETﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ آب ﯾﺎ ﺑﺎﻓﺮ  ٨رﺳﻮب را ﺑﺎ  .ﺧﺸﻚ ﻛﻨﯿﺪ
  (:ﻛﺎرھﺎ روي ﯾﺦ اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮد( ) noitsegid noitcirtser)ﺑﺎآﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﻣﺤﺪودﻛﻨﻨﺪهANDھﻀﻢ -١١
آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ ي . را ﺑﺮش ﻣﯿﺪھﻨﺪ  ANDﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻛﺮده ودورﺷﺘﮫ  ANDرﺷﺘﮫ ﺗﺮادف ﺧﺎﺻﻲ را روي  (ﺑﺮش دھﻨﺪه ) ھﺮ ﯾﻚ ازآﻧﺰﯾﻤﮭﺎي ﻣﺤﺪودﻛﻨﻨﺪه 
ﺑѧﮫ ﺟѧﺪول آﻧﺰﯾﻤﮭѧﺎ ) ﻣﺤﺪود ﮔﺮ در ﻣﮭﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﯿﻚ ازاھﻤﯿﺖ ﺑﺎﻻﯾﻲ ﺑﺮ ﺧﻮردارﻧﺪ و در ﺣﻘﯿﻘѧﺖ ﺷѧﺒﯿﮫ ﭼѧﺎﻗﻮي ﺟﺮاﺣѧﻲ ﺑѧﺮاي ﻣﮭﻨﺪﺳѧﺎن ژﻧﺘﯿѧﻚ ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ 
  (.ﻣﺮاﺟﻌﮫ ﺷﻮد 
را در ﺣѧﺮارت ﻣﻨﺎﺳѧﺐ در ﻣѧﺪت ﯾѧﻚ ﺳѧﺎﻋﺖ ھﻀѧﻢ ﻣﯿﻜﻨѧﺪوﯾﻚ  ANDﯾѧﻚ ﻣﯿﻜѧﺮو ﮔѧﺮم ﯾѧﻚ واﺣѧﺪ آﻧѧﺰﯾﻢ ﻣﻘѧﺪار ) را ﺗﺨﻤﯿﻦ ﺑﺰﻧﯿѧﺪ  ﻣﻘﺪار ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ. -١
  ( ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ ھﻀﻢ ﻛﻨﯿﺪ ٠٣-٠٢را در ﯾﻚ واﻛﻨﺸﻲ ﺑﮫ ﺣﺠﻢ  ANDﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم 
  ﺑﺮﺳﺎﻧﯿﺪ( ﯾﺎ ھﺮﺣﺠﻢ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ) ﻣﯿﻜﺮﻟﯿﺘﺮ  ٨١ﺑﺎآب ﻣﻘﻄﺮ ﺣﺠﻢ آن راﺑﮫ  -٢
  ﻛﻨﯿﺪ  nipsﻟﻮﻟﮫ واﻛﻨﺶ را  -٣
  (ﺑﺎﺷﺪ x1ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ ﺑﺎﻓﺮ )ﺑﮫ واﻛﻨﺶ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ reffub noitcaeR x01ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از٢ﻣﻘﺪار  -٤
اﯾﻦ ﻣﻘﺪار آﻧѧﺰﯾﻢ ﺑﺎﯾѧﺪ در ﺣﺠѧﻢ ﻧﮭѧﺎﯾﻲ در ﻧﻈѧﺮ ﮔﺮﻓﺘѧﮫ ) ﻣﻘﺪار آﻧﺰﯾﻢ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺑﮫ واﻛﻨﺶ اﺿﺎﻓﮫ ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ  ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﺮﺳﻤﭙﻠﺮ اﺳﺘﺮﯾﻞ و ﺳﺮد -٥
  (.ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ
  .ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ nipsﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﺿﺮﺑﮫ ﻧﻮك اﻧﮕﺸﺖ واﻛﻨﺶ را ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮده و  -٦
٩  ﺗﺎ دوﺳﺎﻋﺖ در ﺣﺮارت ﻣﻨﺎﺳﺐ اﻧﻜﻮﺑﮫ ﻛﻨﯿﺪ  ﻣﺪت ﯾﻚ -٧
از ) ﻣﻨﺎﺳѧﺐ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرزﻧﻤﺎﯾﯿѧﺪ  ﻣﺨﻠﻮط ﻛѧﺮده و روي ژل آﮔѧﺎرز ﺑѧﺎ درﺻѧﺪ  reffub gnidaolﻣﯿﻜﺮو ﻟﯿﺘﺮ  ٣ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از واﻛﻨﺶ را ﺑﺎ  ٥١ﻣﻘﺪار 
 I.C.Pھﻀѧﻢ ﻧﺸѧﺪه اﺳѧﺖ آن را  ANDاﮔѧﺮ : ﺗﻮﺟѧﮫ  وﻓѧﻮرز ﺷѧﻮد ﺑﻌﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل واﻛﻨﺶ روي ژل درﻛﻨﺎرﻧﻤﻮﻧѧﮫ اﻟﻜﺘﺮ  AND dimsalp tcatnI
  (.ﻧﻤﻮده و ﺑﺎ اﻟﻜﻞ رﺳﻮب داده وواﻛﻨﺶ را ﺗﻜﺮار ﻛﻨﯿﺪ  noitcartxe
     درس ﭼﮭﺎرم    
  ANDاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز 
ﻣﺘﻌﺎﻓѧﺐ اﻟﻜﺘﺮوﻓѧﻮرز روي  ANDروﯾﺖ ﮔﺮدﻧﺪ، ﻣﺸﺎھﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ اﯾﺠﺎد  ANDﺳﻲ ژﻧﺘﯿﻚ ﺑﺎ ﯾﺪ ﺗﻐﯿﯿﺮاﺗﻲ ﻛﮫ رويﺑﺮاي ﺗﺎﯾﯿﺪ اﻧﺠﺎم ﻛﺎرھﺎي ﻣﮭﻨﺪ
  :اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد ٢ﺑﺮاي اﻧﺘﺨﺎب درﺻﺪ آﮔﺎرز از ﺟﺪول ﺷﻤﺎره . ژل آﮔﺎرز ﯾﺎ ﭘﻠﻲ آﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ و رﻧﮓ آﻣﯿﺰي ﺑﺎ اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ اﻣﻜﺎن ﭘﺬﯾﺮ ﺧﻮاھﺪ ﺑﻮد
  
  ﺗﻮﺳﻂ ﻏﻠﻈﺘﮭﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ آﮔﺎرز ANDاﺳﺎزي ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭﺎي ﻗﺪرت ﺟﺪ -٢ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 








  آﮔﺎرزژل ﺗﮭﯿﮫ  -٢١
  ﻗﺎﻟﺐ ژل را آﻣﺎده ﻛﻨﯿﺪ -١
  ﻣﻨﺎﺳﺐ روي ﻗﺎﻟﺐ ﻗﺮاردھﯿﺪ ﺷﺎﻧﮫ اي ﺑﺎ دﻧﺪه ھﺎي  -٢
  (اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي ﻃﻮل وﻋﺮض ﻗﺎﻟﺐ و ﻗﻄﺮ ژل ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ) ﺣﺠﻢ ژل ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻛﻨﯿﺪ  -٣
  ﭘﻮدر آﮔﺎرز را وزن ﻛﻨﯿﺪ -٤
ز ﯾѧﻚ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘѧﺮ ا  ﻣﯿﻠѧﻲ ﻟﯿﺘѧﺮژل  ٠١ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ و آن را ﺣﺮارت داده ﺗﺎ ﺧﻮب ﺑﺠﻮﺷﺪ و ﻗﺒﻞ از ﺧﻨﻚ ﺷﺪن ﺑﮫ ازاي ھﺮ  EBTx1آﮔﺎرز را در ﺑﺎﻓﺮ  -٥
  ﺳﭙﺲ آن را ﺧﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮده و داﺧﻞ ﻗﺎﻟﺐ ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ  اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ lm/gm01  ﻣﺤﻠﻮل
8Hp ,ATDE Mm5.2 ,dica cirob Mm98 ,8Hp ,esab sirT Mm98 =EBTx1
ﺑﻌﺪ از ﺑﺴﺘﮫ ﺷﺪن ژل آن را از ﻗﺎﻟﺐ ﺧﺎرج ﻛﺮده و داﺧﻞ ﺗﺎﻧﻚ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻗﺮار دھﯿﺪ -٦
درﺻﺪ ﻣѧﺎده ﺳѧﻨﮕﯿﻦ ﻛﻨﻨѧﺪه ٠٥اﯾﻦ ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎوي )ا ﺑﺎ ﯾﻚ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻧﻤﻮﻧﮫ ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮده و داﺧﻞ ﭼﺎھﻚ ھﺎي ژل ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮﻧﻤﻮﻧﮫ ر ٥ھﺮ  -٧
درﺻﺪ از ﯾﻚ رﻧѧﮓ ﻧﺸѧﺎﻧﮫ ﻣﺎﻧﻨѧﺪ ﺑﺮوﻣﻮﻓﻨѧﻞ ﺑﻠѧﻮ ﯾѧﺎ  ٢.٠و ھﻤﭽﻨﯿﻦ ﺣﺎوي رﯾﺨﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮد ﻣﺎﻧﻨﺪ ﮔﻠﯿﺴﺮﯾﻦ ﯾﺎ ﺳﺎﻛﺎرز اﺳﺖ ﻛﮫ ﻧﻤﻮﻧﮫ ﺑﺨﻮﺑﻲ داﺧﻞ ﭼﺎھﻚ
  (ﺣﺮﻛﺖ ﻣﯿﻜﻨﺪ pb0001درﺻﺪ ﺑﺎ  ٨.٠و درژل  pb005درﺻﺪ ھﻤﺮاه ﺑﺎ ٥.١ﮓ ﺑﺮوﻣﻮ ﻓﻨﻞ ﺑﻠﻮدر ژل رﻧ. ﮔﺰﯾﻠﻦ ﺳﯿﺎﻧﻮل ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ 
٠١
  روي ژل آﮔﺎرز    ANDﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺣﺮﻛﺖ رﻧﮓ ﻧﺸﺎﻧﮫ و ﻣﺎرﻛﺮ : ٣ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 
در  ANDﺣﺮﻛѧѧѧѧѧѧѧѧﺖ ﺗﻘﺮﯾﺒѧѧѧѧѧѧѧѧﻲ ﺗﻘﺮﯾﺒﻲ رﻧﮓ ﻧﺸﺎﻧﮫ در ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺑﺎ ﻣﺎرﻛﺮﺣﺮﻛﺖ درﺻﺪ ژل آﮔﺎرز 








  ﭘﻠﻲ آﻛﺮﯾﻼ ﻣﯿﺪ روي ژل   ANDﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺣﺮﻛﺖ رﻧﮓ ﻧﺸﺎﻧﮫ و ﻣﺎرﻛﺮ  :٤ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 
درﺻѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧﺪ ژل ﭘﻠѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧﻲ 
آﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ
در ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ  ANDﺣﺮﻛﺖ ﺗﻘﺮﯾﺒﻲدر ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺑﺎ ﻣﺎرﻛﺮ ﺗﻘﺮﯾﺒﻲ رﻧﮓ ﻧﺸﺎﻧﮫﺣﺮﻛﺖ 








ﺑﮭﺘѧﺮ   . از ﺑﺎﻓﺮھﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ اﺳѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕѧﺮدد . )را ﺑﭙﻮﺷﺎﻧﺪ و ﻧﻤﻮﻧﮫ ھﺎ از داﺧﻞ ﺑﺎﻓﺮدرون ﭼﺎھﻚ ھﺎ رﯾﺨﺘﮫ ﺷﻮﻧﺪ ژل روي" ﻣﻼﺑﺎﻓﺮ ﺗﺎﻧﻚ ﺑﺎﯾﺪ ﻛﺎ -.٨
  .اﺿﺎﻓﮫ ﺷﻮد lm/gm01ﯾﻚ ﻣﯿﻜﺮو ﻟﯿﺘﺮ از اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ  )reffub EBT(اﺳﺖ ھﻨﮕﺎم اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﮫ ازاي ھﺮ ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺎﻧﻚ
ﺗﺎ ھﻨﮕﺎم اﻟﻜﺘﺮو ﻓﻮرز ﺑﮫ ﺳﻤﺖ ﻗﻄﺐ ﻣﺜﺒﺖ ﺣﺮﻛﺖ  ﻧﻤﻮﻧﮫ ﺑﻄﺮف ﻗﻄﺐ ﻣﻨﻔﻲ ﺑﺎ ﺷﺪ اﺳﺖ و ﺑﺮاي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪن ﺑﺎﯾﺪداراي ﺷﺎرژ ﻣﻨﻔﻲ  AND-٩
  ﻛﻨﺪ
  ﺗﺎﻧﻚ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز را ﺑﮫ ﻣﻨﺒﻊ ﺗﻐﺬﯾﮫ وﺻﻞ ﻛﻨﯿﺪ -٠١
  ( rtemitnec/V01)را روي ﻣﺎﻛﺰﯾﻤﻢ ﻗﺮار داده و وﻟﺘﺎژ را ﺗﻨﻈﯿﻢ ﻛﻨﯿﺪ  tnerruCﭘﯿﭻ  -١١
  .ﻧﺘﯿﺠﮫ را ﻣﺸﺎھﺪه ﻛﻨﯿﺪ  VUﻃﻮل ژل را ﻃﻲ ﻛﺮد ژل را از ﺗﺎﻧﻚ ﺧﺎرج ﻛﺮده ﺑﺎﻧﻮر وﻗﺘﻲ رﻧﮓ ﻧﺸﺎﻧﮫ ﺳﮫ ﭼﮭﺎرم
  
  
  :ﺗﮭﯿﮫ ژل ﭘﻠﻲ آﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ  -٣١
ﺑﺎ ﻃﻮل ﻛﻢ ﻧﯿﺰ در اﯾﻦ ژل ﻗﺎﺑﻞ روﯾﺖ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ و ﺑﺴﺘﮫ ﺑﮫ در ﺻﺪ ژل ﺣﺘﻲ اﺧﺘﻼف ﯾﻚ  ANDﻗﺪرت ﺗﻔﻜﯿﻚ ﺳﺎزي اﯾﻦ ژل ﺑﺴﯿﺎر ﺑﺎﻻ اﺳﺖ و ﻗﻄﻌﺎت 
  .اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪه ﻣﺸﺎھﺪه ﻧﻤﻮد  ANDﺑﺎز را ﻣﯿﺘﻮان در ﻗﻄﻌﺎت 
١١
در ﺻﺪ آﻧﮭﺎرا ﺗﻤﯿﺰ ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ ﭼﺮﺑﻲ  ٠٧را ﺑﺎ آب و دﺗﺮژان ﺧﻮب ﺑﺸﻮﯾﯿﺪ و ﺳﭙﺲ ﺑﺎ اﻟﻜﻞ    (recapS) و ﻓﻀﺎﺳﺎزھﺎ  (bmoC) ﺷﯿﺸﮫ ھﺎ، ﺷﺎﻧﮫ . ١
  ( .از ﮔﺎز اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ زﯾﺮا ﭘﺮزھﺎي ﭘﻨﺒﮫ روي ﺷﯿﺸﮫ ﺑﺎﻗﻲ ﻣﯿﻤﺎﻧﻨﺪ ﺑﺠﺎي ﭘﻨﺒﮫ) دﺳﺘﮭﺎ روي آﻧﮭﺎ ﺑﺎﻗﻲ ﻧﻤﺎﻧﺪ 
  .ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ  )laeS(در ﺻﺪ ﺑﮫ دﻗﺖ درز ﮔﯿﺮي١ﻗﺎﻟﺐ ژل را آﻣﺎده ﻛﺮده و ﺟﮭﺖ ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي از ﻧﺸﺖ ژل ازداﺧﻞ آن اﻃﺮاف آن را ﺑﺎ آﮔﺎرز . ٢
ﻗﻄﺮ ژل ﺑﺴﺘﮫ ﺑﮫ ﻗﻄﺮ ﻓﻀﺎ ﺳﺎزھﺎ ﯾѧﻚ و ﯾѧﺎ ﻧѧﯿﻢ ﻣﯿﻠﯿﻤﺘѧﺮ ) ﺑﺎ اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي ﻃﻮل وﻋﺮض ﻗﺎﻟﺐ ﻣﺸﺨﺺ ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ ( ﺣﺠﻢ ژل) را ( tsac)ﺣﺠﻢ ﻗﺎﻟﺐ . ٣
  ( اﺳﺖ
درﺻѧﺪ ﺑѧﯿﺲ آﻛﺮﯾﻼﻣﯿѧﺪ ١در ﺻѧﺪ آﻛﺮﯾﻼﻣﯿѧﺪ و  ٩٢ﺑﺼѧﻮرت ﻣﺨﻠѧﻮط )را  ﺑﺴﺘﮫ ﺑﮫ در ﺻﺪژل ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﻣﻘﺪار آﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ و ﺑﯿﺲ آﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ ﻻزم. ٤
  داﺧﻞ ﻟﻮﻟﮫ ﺗﻤﯿﺰ ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ ( ﺗﮭﯿﮫ و در ﯾﺤﭽﺎل ﻧﮕﮭﺪاري ﻣﯿﺸﻮد
  ﺮ ﺑﺮﺳﺎﻧﯿﺪاﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ وﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮ ﺑﮫ ﺣﺠﻢ ﻣﻮرد ﻧﻈ x1ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ  EBTx01از ﺑﺎﻓﺮ . ٥
ﺗﻮﺟѧѧﮫ داﺷѧѧﺘﮫ ﺑﺎﺷѧѧﯿﺪ ﻛѧѧﮫ ) ﺑѧѧﮫ آن اﺿѧѧﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿѧѧﺪ  DEMETﻣﯿﻜѧѧﺮو ﻟﯿﺘѧѧﺮ ﻣﺤﻠѧѧﻮل  ٣درﺻѧѧﺪ و ٠١ﻣﯿﻜѧѧﺮو ﻟﯿﺘѧѧﺮ آﻣﻮﻧﯿѧѧﻮم ﭘﺮﺳѧѧﻮﻟﻔﺎت  ٠٠١ﻣﻘѧѧﺪار . ٦
  ( اﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ وﺑﯿﺲ آﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ در ﺣﺎل ﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰه ﺷﺪن ھﺴﺘﻨﺪ ﻣﻮﻧﻮﻣﺮھﺎي
ﻛﮫ ﺣﺒﺎب ھﻮا وارد آن ﻧﺸﻮد زﯾﺮا ﺣﺒﺎب ھﻮا ﻣﺎﻧﻊ اﻧﺠﺎم اﻟﻜﺘﺮو ﻓﻮرز ﻣﯿﺸﻮد  ﻣﺤﻠﻮل را در ﻗﺎﻟﺐ از ﻗﺒﻞ آﻣﺎده ﺷﺪه ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ و ﻣﺮاﻗﺐ ﺑﺎﺷﯿﺪ ﺑﮫ آراﻣﻲ. ٧
  .
  ﺑﮫ آراﻣﻲ ﺷﺎﻧﮫ را داﺧﻞ ﻗﺎﻟﺐ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ ﺑﻌﺪ از ﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰه ﺷﺪه ژل ، درون آن ﭼﺎھﻚ ھﺎﯾﻲ ﺟﮭﺖ ﻧﻤﻮﻧﮫ ﮔﺬاري اﯾﺠﺎد ﺷﻮد . ٨
  ﺗﺎ اﮔﺮ ﻣﻮﻧﻮﻣﺮھﺎي ﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰه ﻧﺸﺪه ھﻨﻮزوﺟﻮد دارد ﺷﺴﺘﮫ ﺷﻮﻧﺪ ﺑﻌﺪ از ﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰه ﺷﺪه ﺑﮫ آراﻣﻲ ﺷﺎﻧﮫ را درآورده و ﭼﺎھﻚ ھﺎرا ﺑﺎ آب ﺑﺸﻮﯾﯿﺪ. ٩
  را از ﻗﺎﻟﺐ ﺧﺎرج ﻛﻨﯿﺪ   وﻓﻀﺎﺳﺎز ﭘﺎﯾﯿﻨﻲرا ﺑﺎز ﻛﻨﯿﺪ    ﮔﯿﺮه ﭘﺎﯾﯿﻨﻲ. ٠١
ﺑѧﮫ ﺳѧﻤﺖ  (hctoN) ﺷﯿﺸѧﮫ روﯾѧﻲ ﮔﯿﺮه ھﺎي ﻃﺮﻓﯿﻦ را ﺑﺎز ﻛﺮده و دﺳﺘﮕﺎه را ﻃﻮري داﺧﻞ ﺗﺎﻧﻚ ﻣﺨﺼﻮص ﻗﺮار دھﯿﺪﻛﮫ ﻗﺴﻤﺖ ﺑﺮﯾﺪه ﺷﺪه . ١١
  ﻗﺮار ﮔﯿﺮد ( ﻓﻮﻗﺎﻧﻲﺗﺎﻧﻚ ) ﯾﻲ ﻣﺤﻔﻈﮫ ﺑﺎﻻ
  ﺛﺎﺑﺖ ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ , را ﺑﺎ ﻧﺼﺐ ﮔﯿﺮه ھﺎ ي ﻣﺨﺼﻮص ﺑﮫ ﻃﺮﻓﯿﻦ ﺗﺎﻧﻚ ( ﻗﺎﻟﺐ) ﺷﯿﺸﮫ ھﺎي دﺳﺘﮕﺎه . ٢١
ﻣﺤѧﻞ ) دوﺷﯿﺸѧﮫ ﻗﺎﻟѧﺐ ﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ ﺑѧﯿﻦ . ﭘﺮﻧﻤﺎﯾﯿﺪ ﺑﻄﻮرﯾﻜﮫ ﺑﺎﻓﺮ روي ﭼﺎھﻚ ھѧﺎ را ﺑﭙﻮﺷѧﺎﻧﺪ  reffub EBTx1ﻣﺤﻔﻈﮫ ھﺎي ﺑﺎﻻ و ﭘﺎﯾﯿﻦ ﺗﺎﻧﻚ را ﺑﺎ . ٣١
ﻛﮫ در ﻣﺤﻔﻈﮫ ﭘﺎﯾﯿﻨﻲ ﺗﺎﻧﻚ ﻗﺮار دارد ﺣﺒﺎب ھﻮا ﻣﺸﺎھﺪه ﻣﯿﺸﻮد ﺑﺎ ﯾﻚ ﺳﺮﻧﮓ ﭘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ ﻛﮫ دار اي ﺳﺮ ﺳﻮزن ﻛﺞ اﺳﺖ ( ﺎﺳﺎز ﭘﺎﯾﯿﻨﻲ ﺧﺎرج ﻛﺮدن ﻓﻀ
  ﺣﺒﺎب ھﻮا را ﺑﯿﺮون ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ ﻣﺎﻧﻊ ﺟﺮﯾﺎن اﻟﻜﺘﺮﯾﻜﻲ ﻧﺸﻮد و اﻟﻜﺘﺮو ﻓﻮرز ﺑﺨﻮﺑﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮد
ﻓﺮ ﻧﻤﻮﻧﮫ ﮔﺬاري ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮده و ﺗﻮﺳﻂ ﺳﺮﻧﮓ ھﺎﻣﯿﻠﺘﻮن ﻧﻤﻮﻧﮫ ﮔﺬاري را روي ژل ﺑﺎ ﺑﺎ (ھﻤﺎﻧﻨﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺎ ژل آﮔﺎرز) را  RCPﻣﺤﺼﻮل . ٤١
  اﻧﺠﺎم دھﯿﺪ
  را ﺑﮫ ﻗﻄﺐ ﻣﺜﺒﺖ ﻣﻨﺒﻊ ﺗﻐﺬﯾﮫ وﺻﻞ ﻛﺮده و اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻛﻨﯿﺪرا ﺑﮫ ﻗﻄﺐ ﻣﻨﻔﻲ وﻣﺤﻔﻈﮫ ﭘﺎﯾﯿﻨﻲ ﻣﺤﻔﻈﮫ ﺑﺎﻻﯾﻲ ﺗﺎﻧﻚ . ٥١
ﺑﺎ ﯾﻚ ﺗﯿﻐﮫ ﻓﻠﺰي ﻧѧﺎزك . ﺑﺮق را ﻗﻄﻊ ﻛﺮده و ﺷﯿﺸﮫ را از ﺗﺎﻧﻚ ﺟﺪا ﻛﻨﯿﺪﺟﺮﯾﺎن ( وﻗﺘﻲ رﻧﮓ ﻧﺸﺎﻧﮫ ﺑﮫ ﭘﺎﯾﯿﻦ ژل رﺳﯿﺪ) ﺑﻌﺪ ازﺧﺎﺗﻤﮫ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز . ٦١
ﻣﯿﻜﺮوﮔѧﺮم  ٠١داﺧﻞ آب ﺣѧﺎوي  ﺑﮫ آراﻣﻲ آﻧﺮا. ژل ﺑﮫ ﯾﻜﻲ از دو ﺷﯿﺸﮫ ﻣﻲ ﭼﺴﺒﺪ . ﺑﮫ آراﻣﻲ ﺑﯿﻦ دو ﺷﯿﺸﮫ ﻓﺸﺎر آورﯾﺪ ﺗﺎ دو ﺷﯿﺸﮫ از ھﻢ ﺟﺪاﺷﻮﻧﺪ 
  . ل رﻧﮓ ﺷﻮد درھﺮﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ ﺑﻌﺪ از ﭼﻨﺪ دﻗﯿﻘﮫ ژ
  .را ﻣﺸﺎھﺪه ﻛﻨﯿﺪ ANDھﺎي  ﻗﺮار داده و ﻧﻮارھﺎي rotanimullisnarT VUژل را روي دﺳﺘﮕﺎه 
     درس ﭘﻨﺠﻢ    
٢١
    . .no i tcar txe ICP-٤١
ﻧѧﺎﺗﻮده ﻣﻮﺟѧﺐ د ( ٥.٧ﺑﯿﺸﺘﺮ از  Hpﺑﺎ lonehp detarbiliuqe) ﻓﻨﻞ . ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  ANDﻛﺎر ﺣﺬف ﭘﺮوﺗﺌﻨﮭﺎي ﻣﻮﺟﻮد در ﻣﺤﻠﻮل ﺣﺎوي  ھﺪف از اﯾﻦ
  .ﺷﺪن ﭘﺮوﺗﺌﻨﮭﺎ ﻣﯿﺸﻮد و ﻛﻠﺮﻓﺮم ﻧﯿﺰ ﺑﻘﺎﯾﺎي ﻓﻨﻞ را از ﻣﺤﻠﻮل واﻛﻨﺶ ﺣﺬف ﻣﯿﻜﻨﺪ 
ﻣﺎده آﻧﺘѧﻲ  eniloniuqyxordyh-8ﻓﻨﻞ ﻣﺘﻌﺎدل ﺷﺪه ﺑﮫ ﻋﻠﺖ ) دﻗﯿﻘﮫ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ  ٥اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و ﻣﺪت  ﻓﻨﻞANDھﻢ ﺣﺠﻢ ﻣﺤﻠﻮل ﺣﺎوي  -١
  (ﺲ ﭘﻮﺷﺎﻧﯿﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ ھﻨﮕﺎم اﺳﺘﻔﺎده از ﻓﻨﻞ زﯾﺮ ﺑﺎﻓﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪزرد رﻧﮓ اﺳﺖ و روي آن ﺑﺎ ﯾﻚ ﻻﯾﮫ ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾ( اﻛﺴﯿﺪان 
  (.ﻓﻨﻞ در زﯾﺮ ﻗﺮار ﻣﯿﮕﯿﺮد و ﭘﺮوﺗﺌﻨﮭﺎي دﻧﺎﺗﻮره ﺷﺪه ﺑﯿﻦ دو ﻻﯾﮫ ﻗﺮار ﻣﯿﮕﯿﺮﻧﺪ) را ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺗﻤﯿﺰ دﯾﮕﺮي اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ ( ﻣﺎﯾﻊ ﺷﻔﺎف ) ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ  -٢
اﺳѧﺖ و ﻣѧﺎﻧﻊ ﻛѧﻒ ﻛѧﺮدن     maof itnAاﯾѧﺰو آﻣﯿѧﻞ اﻟﻜѧﻞ ﯾѧﻚ ﻣѧﺎده ) ﻛﻨﯿѧﺪ  اﺿѧﺎﻓﮫ ( ٤٢:١)   اﻟﻜﻞ آﻣﯿﻞ اﯾﺰو -ھﻢ ﺣﺠﻢ آن از ﻣﺨﻠﻮط ﻛﻠﺮﻓﺮم  -٣
  و ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﮫ ﻗﺒﻞ اداﻣﮫ دھﯿﺪ (ﻣﺤﻠﻮل ﻣﯿﺸﻮد 
  :وﯾﺎ ﻣﺎﻧﻨﺪ روش زﯾﺮ ﻣﯿﺘﻮان ﻋﻤﻞ ﻧﻤﻮد    ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺗﻤﯿﺰ دﯾﮕﺮ اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ -٤
  ﺗﮭﯿﮫ ﻛﻨﯿﺪ( ٥٢:٤٢:١ﺑﮫ ﻧﺴﺒﺖ)اﯾﺰو آﻣﯿﻞ اﻟﻜﻞ -ﻛﻠﺮﻓﺮوم  -ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻨﻞ  -٥
  دﻗﯿﻘﮫ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ٥اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و  ANDﺑﮫ ﻣﺤﻠﻮل ﺣﺎوي  I.C.Pﺣﺠﻢ ﻣﺴﺎوي از ﻣﺨﻠﻮط  -٦
ﻣﺤﻠﻮل روﯾﻲ را ﺑѧﮫ ﻟﻮﻟѧﮫ ﺗﻤﯿѧﺰ دﯾﮕѧﺮ  -٨دﻗﯿﻘﮫ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ٥اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و  I.Cﻣﺤﻠﻮل روﯾﻲ را ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺗﻤﯿﺰ دﯾﮕﺮ اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ و ھﻢ ﺣﺠﻢ آن  -٧
  (اﺳﺖ  ANDﻣﺤﻠﻮل ﺣﺎوي )اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ 
  . را ﺗﻜﺮار ﻛﻨﯿﺪ ٧اﮔﺮ ھﻨﻮز ﺑﻮي ﻓﻨﻞ از آن ﻣﺘﺼﺎﻋﺪ ﻣﯿﺸﻮد ﻣﺮﺣﻠﮫ -٩
  (.ANDﺗﻐﻠﯿﻆ ) را ﺑﺎ اﻟﻜﻞ رﺳﻮب دھﯿﺪ AND-٠١
 noitcartxe mroforolhC-lonehP
.ebut egufirtnecorcim lm 5.1 a ni ecalp dna )llew yrev skrow revil( eussit hserf ro g 05.0-10.0 esU •
.eussit etarecam dna reffub sisyl lu 004-002 ddA •
.suocsiv oot si elpmas fi reffub sisyl erom ddA •
 .mpr 000,01 ta .nim 3 rof eguforciM •
lonehp detarbiliuqe-reffub fo emulov lauqe ddA .ebut eguforcim wen a ni ecalp dna tnatanrepus evomeR •
.yltneg trevni dna
.mpr 000,01 ta .nim 01 rof eguforciM •
 fo emulov lauqe ddA .ebut eguforcim wen a ni ecalp dna rettepip a htiw reyal suoeuqa reppu evomeR •
.yltneg trevni dna )1:1( mroforolhc:lonehp
 .mpr 000,01 ta .nim 5 rof eguforciM •
.ebut eguforcim wen a ni ecalp dna rettepip a htiw reyal suoeuqa reppu evomeR •
 .yltneg trevni dna mroforolhc fo emulov lauqe ddA •
 .mpr 000,01 ta .nim 3 rof eguforciM •
.ebut eguforcim wen a ni ecalp dna rottepip a htiw reyal suoeuqa reppu evomeR •
.cAO4HN M 5.7 emulov 2/1 ddA •
٣١
 dna lonahte %66 noitulos eht ekam ot )foorp 002 / %001( lonahte hguone dda emulov wen eht oT •
.yltneg trevni
.raeppa dluohs etatipicerp AND •
.etaipicerp poleved ot selpmas lla rof .nim 01 sa gnol sa tiaW •
.mpr 000,01 ta .nim 01 rof eguforciM •
.tellep egdolsid ot ton os diuqil tnaced ylluferaC •
.lonahte %07 htiw ebut hcae llif neht dna tellep egdolsid ot kcilf regniF •
.nim 01 rof dnats teL •
 .mpr 000,01 ta .nim 01 rof eguforciM •
.diulf gniniamer yrd baws ot epiwmiK a esu dna diuqil ffo tnaceD •
 .tellep yrd riA !tellep eht hcuot t'noD •
.dedeen litnu Co02- ta ezeerf dna ,AND evlosid ,elpmas hcae ot ET elirets lu 001 ddA •
  (ANDﺗﻐﻠﯿﻆ ) ﺑﺎ اﻟﻜﻞ  ANDرﺳﻮب  -٥١
ﺧﯿﻠﻲ رﻗﯿﻖ ﺑﺎﺷﺪ ﺑﺪﯾﻨﻮﺳﯿﻠﮫ آن  ANDﻣﯿﺒﺎﺷﺪ و در ﻣﻮاﻗﻌﻲ ﻧﯿﺰ ﻛﮫ  noitcartxe .I.C.Pﺑﻌﺪ از اﺳﺘﺨﺮاج و ﯾﺎ ﺑﻌﺪ از  ANDھﺪف از اﯾﻦ ﻛﺎر اﺣﯿﺎي 
  .را ﺗﻐﻠﯿﻆ ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ
  ( ﺗﺨﻤﯿﻦ ﺑﺰﻧﯿﺪ ) ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻛﻨﯿﺪ  را ANDﺣﺠﻢ ﻣﺤﻠﻮل ﺣﺎوي  -١
  .اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ  ﺑﮫ آنM3.0ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ اﺳﺘﺎت ﺳﺪﯾﻢ ﺑﺎ -٢
  اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ( -٠٧ﯾﺎ  -٠٢) ﻣﻘﺪار دوﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ آن اﻟﻜﻞ ﻣﻄﻠﻖ ﺳﺮد  -.٣
ﺧѧﺎﻟﺺ  ANDﻻزم ﺑѧﮫ ذﻛѧﺮ اﺳѧﺖ ﻛѧﮫ ) رﺳﻮب ﺳﻔﯿﺪ رﻧﮓ را ﻣﯿﺘﻮان در ﺗﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﻣﺸѧﺎھﺪه ﻧﻤѧﻮد . ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ  gx00021دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺎ  ٠١ﻣﺪت  -٤
  (.ﺑﯿﺮﻧﮓ اﺳﺖ " ﺗﻘﺮﯾﺒﺎ
  .ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را ﺣﺬف ﻛﻨﯿﺪ و ﻟﻮﻟﮫ را ﺑﺼﻮرت واروﻧﮫ روي ﻛﺎﻏﺬ ﺟﺎذب اﻟﺮﻃﻮﺑﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ آب آن ﺣﺬف ﺷﻮد , روﻧﮫ ﻛﺮدن ﻟﻮﻟﮫ ﺑﺎ وا. -٥
اﮔѧﺮ ) از ﺗѧﮫ ﻟﻮﻟѧﮫ ﻛﻨѧﺪه ﺷѧﺪه و ﺷѧﻨﺎور ﮔѧﺮدد ANDدرﺟﮫ ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿѧﺪ و آن را ورﺗﻜѧﺲ ﻛﻨﯿѧﺪ ﺗѧﺎ رﺳѧﻮب  ٠٧ﻣﯿﻜﺮو ﻟﯿﺘﺮ اﻟﻜﻞ  ٠٠١ﻣﻘﺪار  -٦
  ( .رﺗﻜﺲ ﻣﻮﺟﺐ ﺷﻜﺴﺘﮫ ﺷﺪن آن ﻣﯿﺸﻮدﺑﺰرگ ﺑﺎ ﺷﺪ وAND
  (ANDﺷﺴﺘﻦ ) دﻗﯿﻘﮫ آن را ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ  ٥ﻣﺪت  -٧
" آب داﺧѧﻞ آن ﺑﻤﺎﻧѧﺪ ﺑﻌѧﺪا  ﺧﻮب ﺧﺸѧﻚ ﻧﺸѧﻮد واﻟﻜѧﻞ ھﻤѧﺮاه  ANDﭼﻨﺎﻧﭽﮫ در اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﮫ ) درﺟﮫ ﺧﺸﻚ ﻛﻨﯿﺪ  ٠٧را در  ANDاﻟﻜﻞ را ﺧﺎﻟﻲ ﻛﺮده و 
  .دﻟﺨﻮاه ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ ( آب ) ر ﻣﻘﺪار ﺑﺎﻓﺮ را د AND(. ﺑﺮاي ﻛﺎر ﻛﺮدن ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ دﭼﺎر اﺷﻜﺎل ﻣﯿﺸﻮﯾﺪ
  
  
  از ژل آﮔﺎرز ANDاﺣﯿﺎي  -٦١
٤١
اﯾﻦ ﺗﻜﻨﯿﻚ در ﺑﯿﻮﻟﻮژي ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ و ﻣﮭﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﯿﻚ اھﻤﯿﺖ زﯾﺎدي . از روي ژل آﮔﺎرز ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ   ANDاﺣﯿﺎي  ھﺪف از اﯾﻦ ﻗﺴﻤﺖ ﻛﺴﺐ ﻣﮭﺎرت ﺑﺮاي
 repap ,zeeuqS -zeerFاز ﻃѧﺮق ﻣﺨﺘﻠѧﻒ اﯾѧﻦ ﻛѧﺎر اﻧﺠѧﺎم ﻣﯿﺸѧﻮد ﻣﺎﻧﻨѧﺪ  ﻻزم ﺑѧﮫ ذﻛѧﺮ اﺳѧﺖ ﻛѧﮫ  دارد و در ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ و اﻧﺘﻘѧﺎل ژن اﺳѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧﻮد 
  :وﻟﻲ ﻓﻘﻂ دو روش ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﻣﯿﺸﻮد ... و, noitule oretcelE ,noitule
  (noitule repap) ازروي ژل ﺗﻮﺳﻂ ﻛﺎﻏﺬ  ANDاﺣﯿﺎي ( اﻟﻒ 
  ﺑﺨﻮﺑﻲ از ھﻤﺪﯾﮕﺮ ﺗﻔﻜﯿﻚ ﺷﻮﻧﺪ ANDھﺎي  ﻧﻮارھﺎياﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻛﻨﯿﺪ و اﺟﺎزه دھﯿﺪ ﺗﺎ درﺻﺪ٢-١ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ راﺑﺎ ژل آﮔﺎرز  AND-١
ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ  ﻧﻮارھﺎي( ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدد  ٢١٣ﻣﯿﺸﻮد و ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ از ﻃﻮل ﻣﻮج  ANDﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﻣﻮﺟﺐ آﺳﺐ  ٤٥٢ﻃﻮل ﻣﻮج ) VUﺑﺎ ﻧﻮر  -٢
  را ﻣﺸﺎھﺪه ﻛﺮده و ﺟﻠﻮ آن را ﺑﺎ ﺗﯿﻎ اﺳﻜﺎﻟﭙﺮ ﺗﻤﯿﺰ ﻋﻼﻣﺖ ﮔﺬاري ﻛﻨﯿﺪ
  ( ﺑﺎﺷﺪ  dnabﻋﺮض ﺣﻔﺮه ﻣﺴﺎوي ﻋﺮض ) ﯾﺠﺎد ﻛﻨﯿﺪ ﯾﻚ ﺣﻔﺮه ا dnabدر ﺟﻠﻮ  -٣
  ﺑﮫ اﻧﺪازه ﺣﻔﺮه ﺑﺒﺮﯾﺪ (gnibut sisylaid) ﯾﻚ ﻗﻄﻌﮫ ﻛﺎﻏﺬ واﺗﻤﻦ و ﯾﻚ ﻗﻄﻌﮫ ﻛﯿﺴﮫ دﯾﺎﻟﯿﺰ  -٤
  ﻛﺎﻏﺬ واﺗﻤﻦ را در ﺟﻠﻮ ﺣﻔﺮه و ﻛﯿﺴﮫ دﯾﺎﻟﯿﺰ را در ﭘﺸﺖ ﻛﺎﻏﺬ ﻗﺮار دھﯿﺪ -.٥
  ( ﺑﻄﻮري ﻛﮫ روي ژل را ﻧﭙﻮﺷﺎﻧﺪ ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺎﻧﻚ را ﻛﻤﺘﺮ ﻛﻨﯿﺪ ) اﻟﻜﺘﺮو ﻓﻮرز را اداﻣﮫ دھﯿﺪ  -٦
  وارد ﻛﺎﻏﺬ ﺷﺪ اﻟﻜﺘﺮو ﻓﻮرز را ﻣﺘﻮﻗﻒ ﻛﻨﯿﺪ  ANDوﻗﺘﻲ  -٧
  ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮي ﻛﮫ اﻧﺘﮭﺎي آن ﺳﻮاخ ﺷﺪه اﺳﺖ اﻧﺘﻘﺎل دھﯿﺪ/ ٥ﻛﺎﻏﺬ را ﺟﻤﻊ ﻛﺮده و ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ  -.٨
  ﺗﻮﺳﻂ ﺳﻤﭙﻠﺮ ﻣﻘﺪار ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺎ ﻓﺮ. ٩
  ﻏﺬ ﺑﺮﯾﺰﯾﺪروي ﻛﺎ( SDS%5 , ATDE Mm1 )5.7=Hp( sirT Mm02 , lCaN Mm051)
، ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ ﻣﺎﯾﻊ از ﺗﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﻛﻮﭼﻚ ﺑﮫ داﺧﻞ ﻟﻮﻟѧﮫ ﺑﺰرﮔﺘѧﺮ ﺣﺮﻛѧﺖ ( ﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ  ١/٥) ﻟﻮﻟﮫ ﻣﺬﻛﻮر را داﺧﻞ ﯾﻚ ﻟﻮﻟﮫ ﺑﺰرﮔﺘﺮ ﻗﺮار دھﯿﺪ  -٠١
  (آزﻣﺎﯾﺶ ﺷﻮد  VUﺑﺎ ﻧﻮر ) روي ﻛﺎﻏﺬ واﺗﻤﻦ ﻣﺸﺎھﺪه ﻧﺸﻮد  ANDﭼﻨﺪ دﻓﻌﮫ اﯾﻨﻜﺎر را ﺗﻜﺮار ﻛﺮده ﺗﺎ ﻣﻮﻗﻌﻲ ﻛﮫ دﯾﮕﺮ  ﻛﻨﺪ ،
  ﺗﻐﻠﯿﻆ ﻛﻨﯿﺪ اﺳﺘﺨﺮاج ﻛﺮده و ﺑﺎ اﻟﻜﻞ I.C.Pاﯾﻦ ﺑﺎﻓﺮ را ﺟﻤﻊ آوري ﻛﺮده و ﺑﺎ  -١١
  ) ( PML tn ioPgn i t leMwoLاز روي ژل آﮔﺎرز  ANDاﺣﯿﺎي  (ب
  ﺧﻮب ﺗﻔﻜﯿﻚ ﺷﻮﻧﺪ ANDدرﺻﺪ اﻟﻜﺘﺮو ﻓﻮرز ﻛﻨﯿﺪ و اﺟﺎزه دھﯿﺪ ﺗﺎ ﻧﻮارھﺎي ٢    PMLﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺑﺎ آﮔﺎرز  AND-١
ﻣﻮرد ﻧﻈѧﺮ  dnab( ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدد  ٢١٣ﻣﯿﺸﻮد و ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ از ﻃﻮل ﻣﻮج  ANDﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﻣﻮﺟﺐ اﺳﯿﺐ  ٤٥٢ﻣﻮج  ﻃﻮل) VUﺑﺎ ﻧﻮر  -٢
  را ﻣﺸﺎھﺪه ﻛﻨﯿﺪ
  ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺑﺎ ﺗﯿﻎ اﺳﻜﺎﻟﭙﺮ ﺗﻤﯿﺰ ﻋﻼﻣﺖ ﮔﺬاري ﻛﻨﯿﺪ dnab-٣
  ﻞ ﻛﻨﯿﺪﻣﻮرد ﻧﻈﺮ را ﺑﺮﯾﺪه ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺗﻤﯿﺮدﯾﮕﺮ ﻣﻨﺘﻘ dnabژل را روي ﻛﺎﻏﺬ ﺳﻔﯿﺪ ﻗﺮار داده و  -٤
٥١
  درﺟﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ  -٠٢ﻗﻄﻌﮫ ژل را ﯾﻚ ﺷﺐ در ﻓﺮﯾﺰر  -٥
  درﺟﮫ اﻧﻜﻮﺑﮫ ﻛﻨﯿﺪ  ٥٦دﻗﯿﻘﮫ در آب  ٥ﻗﻄﻌﮫ ژل را در ﺣﺮارت اﺗﺎق ﻗﺮار دھﯿﺪ و ﺳﭙﺲ  -٦
  اﺳﺘﺨﺮاج ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ ژل از آن ﺣﺬف ﺷﻮد I.C.Pآن را ﺑﮫ ﺣﺮارت اﺗﺎق ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻛﺮده و دو ﻣﺮﺗﺒﮫ ﺑﺎ -٧
  اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده ﺑﺎ اﻟﻜﻞ رﺳﻮب دھﯿﺪ( M3.0ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ) اﺳﺘﺎت ﺳﺪﯾﻢ  -.٨
     درس ﺷﺸﻢ   
   ) gninolC (ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ 
  :ﺑﮫ ﯾﻜﺪﯾﮕﺮ در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ANDاﺗﺼﺎل دو  -٧١
آﻧﺰﯾﻤѧѧﻲ اﺳѧѧﺖ ﻛѧѧﮫ ﺑѧѧﯿﻦ دو  esagil ANDاﺳѧѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧѧﻮد  esagil ANDﺑѧѧﮫ ﯾﻜѧѧﺪﯾﮕﺮ در آزﻣﺎﯾﺸѧѧﮕﺎه از آﻧѧѧﺰﯾﻢ  ANDﺑѧѧﺮاي اﺗﺼѧѧﺎل دو 
اﺳѧﺘﺨﺮاج  4Tﻛѧﮫ از ﻓѧﺎژ  esagil AND 4Tوﺟѧﻮد دارد ﯾﻜѧѧﻲ  esagil ANDدو ﻧѧﻮع . ﯾﺠѧﺎد ﻣﯿﻜﻨѧﺪ ﻓﺴѧﻔﻮدي اﺳѧﺘﺮ ا اﺗﺼѧﺎل ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿѧﺪ 
) را ﺑﮭﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻛﻨѧﺪ  evisehoCوھﻤﭽﻨﯿﻦ دواﻧﺘﮭﺎي  tnulbﺗﺎﻣﯿﻦ ﻣﯿﻜﻨﺪ اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ دواﻧﺘﮭﺎي  PTAواﻧﺮژي ﻻزم ﺑﺮاي ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﺧﻮد را از ﻣﯿﺸﻮد
و  ﺑﺪﺳѧﺖ ﻣѧﻲ آورد  DANﻛѧﮫ اﻧѧﺮژي ﻻزم ﺑѧﺮاي ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ ﺧѧﻮدرااز  iloc.Eﺑѧﺎﻛﺘﺮي  esagil ANDدﯾﮕѧﺮي (. اﺗﺼﺎل ﻓﺴﻔﻮدي اﺳﺘﺮ اﯾﺠﺎد ﻣﯿﻜﻨﺪ
  . اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد evisehoCﺑﯿﺸﺘﺮ ﺑﺮاي اﺗﺼﺎل اﻧﺘﮭﺎھﺎي 
  :ﻃﻲ ﺳﮫ ﻣﺮﺣﻠﮫ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد  noitagiLﻋﻤﻞ 
ﺑѧﺎ )ﻟﯿѧﺰﯾﻦ آدﻧﯿﻠѧﮫ ﻣﯿﺸѧﻮدو ﭘﯿѧﺮو ﻓﺴѧﻔﺎت  اﺳѧﯿﺪ آﻣﯿﻨѧﮫ  2HNﺑﮫ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﺸﻮد و زﻧﺠﯿﺮه ﺟﺎﻧﺒﻲ ( DAN ) PTAدر ﻣﺮﺣﻠﮫ اول ﮔﺮوه آدﻧﯿﻠﯿﻞ از 
  .آزاد ﻣﯿﺸﻮد( esagil AND iloc.Eﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ )ﯾﺎ ﻧﯿﻜﻮ ﺗﯿﻨﺎﻣﯿﺪ ( esagil AND 4Tآﻧﺰﯾﻢ 
و ﮔѧﺮوه  HO -`3در ﻣﺮﺣﻠѧﮫ ﺳѧﻮم اﺗﺼѧﺎل ﻓﺴѧﻔﻮ دي اﺳѧﺘﺮ ﺑѧﯿﻦ ﮔѧﺮوه ھﯿﺪروﻛﺴѧﯿﻞ . ﻣﺘﺼѧﻞ ﻣﯿﺸѧﻮد P-`5اﻧﺘﮭѧﺎي  در ﻣﺮﺣﻠﮫ دوم ﮔﺮوه آدﻧﯿﻠﯿﻞ ﺑﮫ




ﺑﺎﻛﺘﺮي ) DANآﻧﺰﯾﻢ ﻟﯿﮕﺎز ﺗﻮﺳﻂ . ﺑﮭﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﻜﻨﺪ P-`5و HO-`3اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ھﺎ را از اﻧﺘﮭﺎھﺎي  esagil ANDﻃﺮز ﻋﻤﻞ  -٥ﻜﻞ ﺷ
  (آدﻧﯿﻦ Aرﯾﺒﻮز و R.) را در ﻣﺤﻞ ﺷﻜﺎف آدﻧﯿﻠﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪو اﺗﺼﺎل ﻓﺴﻔﻮدي اﺳﺘﺮ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯿﺸﻮد P-`5آﻧﺰﯾﻢ اﻧﺘﮭﺎي. آدﻧﯿﻠﮫ ﻣﯿﺸﻮد( 4Tﻓﺎژ) PTAﯾﺎ ( 
  
  :noitagiLﺠﺎم واﻛﻨﺶ اﻧ
  ( در ﻧﻈﺮ ﺑﮕﯿﺮﯾﺪ  rotcevرا ﺳﮫ ﺑﺮاﺑﺮ  tresniﺑﺮاي اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ ﻣﻮﻻرﯾﺘﮫ ) را ﺗﺨﻤﯿﻦ ﺑﺮﻧﯿﺪ  rotcevو  tresniﻣﻘﺪار  -١
٦١
  ( ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮد  ٠٣-٠٢را درواﻛﻨﺸﻲ ﺑﮫ ﺣﺠﻢ  ANDﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ ﯾﻚ ﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم) ﺣﺠﻢ واﻛﻨﺶ را در ﻧﻈﺮ ﺑﮕﯿﺮﯾﺪ  -٢
  ﺑﺎر ﺗﻘﻄﯿﺮ اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺣﺠﻢ واﻛﻨﺶ را ﺗﻨﻈﯿﻢ ﻛﻨﯿﺪدو ﺑﺎ آب -٣
  ﺷﻮﻧﺪ xaleR" ﻛﺎﻣﻼ evisehoCدرﺟﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪﺗﺎ اﻧﺘﮭﺎھﺎي  ٥٤دﻗﯿﻘﮫ در  ٥واﻛﻨﺶ را ﻣﺪت  -٤
  اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ x1را ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﯾﻲ  noitagiLﺑﺎﻓﺮ  -٥
  ﺑﮫ واﻛﻨﺶ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ esagil AND 4Tﯾﻚ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آﻧﺰﯾﻢ  -٦
  ﻛﻨﯿﺪ  nipsﭼﻨﺪ ﺛﺎﻧﯿﮫ آن را  -٧
  .درﺟﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪو ﺳﭙﺲ واﻛﻨﺶ را ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم ﻛﻨﯿﺪ ٧٣ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي  ٢-٣ﻣﺪت  -٨
  :AND tnanibmoceRﭘﯿﺪا ﻛﺮدن ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺣﺎوي -٨١
  در اﯾﻦ ﻛﺎرﮔﺎه آﻣﻮزﺷﻲ از دو روش اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ
  223RBpژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﮫ ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﻛﺮدن (اﻟﻒ 
ﺧѧﺎرﺟﻲ در ﺟﺎﯾﮕѧﺎه اﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ  AND  ﻗѧﺮار دارد ﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ 223RBpﻜﺎﻧﺲ ژن ﻣﻘﺎوﻣѧﺖ ﺑѧﮫ ﺗﺘﺮاﺳѧﯿﻜﻠﯿﻦ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ روي ﺳѧ IHmaBﺟﺎﯾﮕѧﺎه آﻧѧﺰﯾﻢ 
ﻣѧﻮرد اﺳѧﺘﻔﺎده ﻛѧﮫ ﻗﻄﻌѧﮫ    AND tresnI.ﺷﻮد و ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮ ﺗﺮﻛﯿﺐ در ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم ﮔﺮدد ، ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ﺣﺴﺎس ﻣﯿﺸﻮد ﻛﻠﻮن
  ﻛﻠﻮن ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ  223RBpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  IHmaBاﺳﺖ ﻛﮫ آن را در ﺟﺎﯾﮕﺎه  pb008ﻧﯿﺎ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ در ﺣﺪود اﻧﮕﻞ ﻟﯿﺸﻤﺎ( ANDk)ﻣﯿﺘﻮﻛﻨﺪري  ANDاي از 
ﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ﻣﻘﺎوم اﺳﺖ و ﺑѧﺮاي اﯾѧﻦ آزﻣѧﺎﯾﺶ ﻗﺎﺑѧﻞ  eulb-1LXﺑﺎﻛﺘﺮي ) ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم ﻛﻨﯿﺪ  101BHرا درﺑﺎﻛﺘﺮي  noitagiLﻣﺤﺼﻮل  -١
  (.اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﯿﺒﺎﺷﺪ
  .ﯿﺖ آﮔﺎر ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ و ﺑﺪون ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ﭘﺨﺶ ﻛﻨﯿﺪﻣﺤﺼﻮل ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم ﺷﺪه را روي ﭘﻠ -٢
ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ و ﺑﺪون ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ﺗﮭﯿﮫ ﻛﻨﯿﺪ و آن را ﺷﻄﺮﻧﺠﻲ ﻧﻤﻮده و ﺧﺎﻧﮫ ھﺎي آن را ﺷﻤﺎره ﮔﺬاري ﻧﻤﺎﯾﯿѧﺪ  etalp retsaMروز ﺑﻌﺪ ﯾﻚ  -٣
  .ﭘﻠﯿﺖ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻛﻨﯿﺪ( دارﺷﻤﺎره )ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮﻣﺎﺳﯿﻮن ﺷﺐ ﻗﺒﻞ را داﺧﻞ ﺧﺎﻧﮫ ھﺎي ﺷﻄﺮﻧﺠﻲ  ھﺎي ﺳﭙﺲ ﻛﻠﻨﻲ
آﻣﭙѧﻲ ﺳѧﯿﻠﯿﻦ و  lm/ gμ001)روز ﺑﻌѧﺪﻧﯿﺰ آﮔѧﺎر ﭘﻠﯿѧﺖ ﻣﺸѧﺎﺑﮫ روز ﻗﺒѧﻞ ﺗﮭﯿѧﮫ ﻛﻨﯿѧﺪ ﻛѧﮫ داراي دو آﻧﺘѧﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿѧﻚ آﻣﭙﻠѧﻲ ﺳѧﯿﻠﯿﻦ و ﺗﺘﺮاﺳѧﯿﻜﻠﯿﻦ ﺑﺎﺷѧﺪ  -٤
  و آﻣﭙﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ ﻛﺸﺖ دھﯿﺪ  را در ﺧﺎﻧﮫ ھﻢ ﺷﻤﺎره آن روي ﭘﻠﯿﺖ ﺣﺎوي ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ و ھﺮ ﻛﻠﻨﻲ (ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ  lm/gμ5.21
ﻣѧﻮرد ﻧﻈѧﺮدر ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ  ANDﻗﻄﻌﮫ)ﺑﻮد ن آﻧﮭﺎ ﺑﮫ ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  از ﺣﺴﺎس ﺣﺎﻛﻲ   ھﺎ ﻛﮫ رﺷﺪ ﻧﻜﺮد ه ﺑﺎﺷﻨﺪ روز ﺑﻌﺪ ھﺮ ﻛﺪام از ﻛﻠﻨﻲ -٥
  (.ﻛﻠﻮن ﺷﺪه اﺳﺖ
  ﺗﮭﯿﮫ ﻛﻨﯿﺪ ﭘﯿﺪا ﻛﺮده و از آن ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﮫ ( ﺑﺪون ﺗﺘﺮاﺳﯿﻜﻠﯿﻦ ) ١ﺷﻤﺎره  etalp retsaMﻛﻠﻨﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻛﮫ رﺷﺪ ﻧﻜﺮده را از روي  -٦
) ﻛﻠﻮن ﺷѧﺪه را روي ژل ﻣﺸѧﺎھﺪه ﻛﻨﯿѧﺪ  ANDآن را ﺑﺮش دھﯿﺪ ، ﺑﻌﺪ از اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺎﯾﺪ ﻗﻄﻌﮫ  IHmaBﭘﻼﺳﻤﯿﺪ آن را اﺳﺘﺨﺮاج ﻛﺮده و ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ 
  ( .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  pb008" ﺗﻘﺮﯾﺒﺎ
  
  ھﺎ ي آﺑﻲ و ﺳﻔﯿﺪو ﻣﺸﺎھﺪه ﻛﻠﻨﻲ tpircseulBﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  `ZcaLژن  ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﻛﺮدن( ب
٧١
ﺳѧﻜﺎﻧﺲ . ﺗﻌﺒﯿѧﮫ ﺷѧﺪه اﺳѧﺖ  `ZcaLژن  داﺧѧﻞ  tpircseulBﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ  SCMﮔﻔﺘﮫ ﺷﺪ " ھﻤﺎﻧﻄﻮر ﻛﮫ ﻗﺒﻼ( tset noitatnemelpmoc -afla) 
اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ اﺛﺼﺎﻻت ﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪي ﻻﻛﺘﻮز را ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻛﺮده و ﻻﻛﺘﻮز را ﺑﮫ ﮔﻠﻮﻛﺰ , اﺳﺖ  esadisotcalag-βژن آﻧﺰﯾﻢ ﻗﺴﻤﺘﻲ ازﺳﻜﺎﻧﺲ اﯾﻦ ژن 
ﻛѧﮫ آﻧѧﺰﯾﻢ ﺑﺘѧﺎ ( ﺑѧﺎﻛﺘﺮي )ﺳѧﻠﻮﻟﻲ . را ﻛﮫ آﻧﺎﻟﻮگ ﻻﻛﺘﻮز ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻛﺮده و رﻧﮓ آﺑﻲ ﺗﻮﻟﯿѧﺪ ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  lag-Xﻣﺎده  ھﻤﭽﻨﯿﻦ, و ﮔﺎﻻﻛﺘﻮز ﺗﺒﺪﯾﻞ ﻣﯿﻜﻨﺪ
داﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ ﺗﺮاﻧﺴѧﻔﺮم ﮔѧﺮدد آﻧѧﺰﯾﻢ `ZcaLرا ﻧﺪاﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ ﭼﻨﺎﻧﭽﮫ ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪي ﻛﮫ ﺳﻜﺎﻧﺲ ژن  `ZcaLﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪاز آن ﻧﺎﻗﺺ ﺑﺎﺷﺪ ﯾﻌﻨﻲ ژن ﻗﻄﻌﮫ 
اﯾѧﻦ ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ﻛﻠѧﻮن ﺷѧﻮد ژن ﻣѧﺬﻛﻮر  SCMدر AND tresniﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ  .را ﺗﺠﺰﯾѧﮫ ﻛﻨѧﺪ lag-Xاز آن ﻛﺎﻣﻞ ﻣﯿﺸﻮد و ﻣﯿﺘﻮاﻧﺪ ﻻﻛﺘﻮز ﯾﺎﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪ
را ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻛﻨﺪ در ﻧﺘﯿﺠﮫ رﻧﮓ آﺑﻲ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻧﻤﯿﺸѧﻮد و ﻛﻠﻨѧﻲ ھѧﺎي ﺑﯿﺮﻧѧﮓ ﺗﻮﻟﯿѧﺪ  lag-Xﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﺷﺪه و ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻧﻤﯿﺘﻮاﻧﺪ ﺑﻌﺪ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم ﺷﺪن ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
  .ﻣﯿﺸﻮد
  
  .ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ از ﻃﺮﯾﻖ ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﻛﺮدن ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﮫ ﺗﺘﺮا ﺳﯿﻜﻠﯿﻦ  223RBpﻣﺮاﺣﻞ ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ٦: ﺷﻤﺎره  ﺷﻜﻞ
  
ﻛﮫ ﺑﮫ ﺗﺮﺗﯿﺐ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎي ﺗﺮاﻧﺲ اﺳﺘﯿﻼز، ﻻﻛﺘﻮز ﭘﺮﻣﺌѧﺎز وﺑﺘѧﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾѧﺪاز را  Acal ,Ycal ,Zcalژﻧﮭﺎي ﺳﺎﺧﺘﻤﺎﻧﻲ . calاﭘﺮون  -٧ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
آﻧѧﺮا  calاﭘﺮاﺗﻮر ﺟﺎﯾﮕﺎه اﺗﺼﺎل ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ رﭘﺮﺳﻮر اﺳѧﺖ و ژن . ﻛﻨﺘﺮل ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ(O)و اﭘﺮاﺗﻮر ( P)اﯾﻦ ژﻧﮭﺎ ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ( . A,Y,Z) ﻛﺪ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ




) ﮔѧ ﺎﻻﻛﺘﻮز وﻣﺸѧѧﺘﻖ اﯾﻨﺪوﻛﺴѧѧѧﯿﻞ  را ﺑѧѧﮫ lag-Xاﯾѧѧﻦ آﻧѧѧﺰﯾﻢ . روي آن esadisotcalag-βو ﺗѧѧﺎﺛﯿﺮ آﻧѧѧﺰﯾﻢ  lag-Xﺳѧѧﺎﺧﺘﻤﺎن  -٨ﺷѧѧﻜﻞ ﺷѧѧѧﻤﺎره 






  :روش ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﻛﺮدن آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪاز -٩ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
-βژن )editpep afla(ﺗﺮﻣﯿﻨѧﺎل  Nﻧѧﺎﻗﺺ دارد و ﻗﺴѧﻤﺖ  Zcalژن ﻛﺘﺮي ﻛﺮوﻣѧﻮزوم ﺑѧﺎ  .tset noitatnemelpmoc-aflaدر ﺳﯿﺴѧﺘﻢ ( A
را ﻛѧﺪ  editpep aflaﻗﺴѧﻤﺖ  ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ در داﺧѧﻞ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي   `Zcalژن . راﻛﺪ ﻧﻤﯿﻜﻨѧﺪ و ﻣﺤﺼѧﻮل ژن ﻓﺎﻗѧﺪاﯾﻦ ﻗﺴѧﻤﺖ ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ esadisotcalag
در ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ  ANDﯾﻚ ﻗﻄﻌﮫ  b. )ھﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي آﺑﻲ ﻣﯿﺸﻮد  رﻧﮓ ﻛﻠﻨﻲ lag -Xﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯿﺸﻮد ﻛﮫ در ﺣﻀﻮر  ﻣﯿﻜﻨﺪ و ژن ﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﻨﻮزﯾﺪاز ﻓﺎﻧﻜﺸﻨﺎل
  .ﺳﻔﯿﺪ ﻣﯿﮕﺮدﻧﺪ ھﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي راﺗﺠﺰﯾﮫ ﻛﻨﺪ در ﻧﺘﯿﺠﮫ ﻛﻠﻨﻲ   lag-Xوﻧﻤﯿﺘﻮاﻧﺪ ﻧﺎﻗﺺ ﺷﺪه اﺳﺖ `Zcalژن ,ﻛﻠﻮن ﺷﺪه
  
  . ﻛﻨﯿﺪ(   etagiL) ﻛﻠﻮن  tpicseulBﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  IRocEﯾﺎ  IHmaBرا در ﺟﺎﯾﮕﺎه آﻧﺰﯾﻢ AND-١
اﯾѧﻦ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﻧѧﺎﻗﺺ اﺳѧﺖ و ھﻤѧﺮاه ژن  esadisotcalag-βژﻧѧﺂﻧﺰﯾﻢ) ﺗﺮاﻧﺴѧﻔﺮم ﻛﻨﯿѧﺪ  eulb -1LXرا داﺧѧﻞ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي  noitagiLواﻛѧﻨﺶ  -٢
ﻛﺎﻣﻞ اﺳﺖ وﺑﺮاي اﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر ﻗﺎﺑﻞ اﺳѧﺘﻔﺎده ﻧﻤﯿﺒﺎﺷѧﺪ    101BHﻛﺎﻣﻞ ﻣﯿﺸﻮد اﻣﺎ ژن آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪاز ﺑﺎﻛﺘﺮي  tpircseulBﭘﻼﺳﻤﯿﺪ `ZcaL
ﯾѧﻚ ﻣѧﺎده اﻟﻘѧﺎء ﻛﻨﻨѧﺪه ﭘﺮوﻣﻮﺗѧﻮر ژن اﺳѧﺖ و ﻣﻮﺟѧﺐ  GTPI) ﭘﺨѧﺶ ﻛﻨﯿѧﺪ  GTPIو  lag-Xﺷѧﺪه را روي آﮔѧﺎر ﭘﻠﯿѧﺖ ﺣѧﺎوي  ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮم -٣
  ( .ﻣﯿﺸﻮد  esadisotcalag-βآﻧﺰﯾﻢ  ﺑﯿﺎن
 lm/gm 002ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘѧﺮ از ٤و    lag -X Mm 02ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘѧﺮ از ٠٤ﺑѧﮫ ھﺮﻛѧﺪام ﻣﻘѧﺪار , ﻗﺒѧﻞ از ﭘﺨѧﺶ ﻛѧﺮدن واﻛѧﻨﺶ روي ﭘﻠﯿѧﺖ -٤
  .اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪGTPI
  ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ  dimsalp tnsnibmoceRﻛﻠﻨﻲ ھﺎي آﺑﻲ و ﺳﻔﯿﺪ روي ﭘﻠﯿﺖ آﮔﺎررﺷﺪ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ ﻛﮫ ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺳﻔﯿﺪ ﺣﺎوي ( ﺳﺎﻋﺖ  ٢١-٦١) روز ﺑﻌﺪ -٥
ﻣﺮﻛѧﺰ ﻛﻠﻨѧﻲ ﺣѧﺎوي ژن ﺑﺘѧﺎ . درﺟѧﮫ ﻗѧﺮار دھﯿѧﺪ رﻧѧﮓ آﺑѧﻲ ﺑﺨѧﻮﺑﻲ ﻇѧﺎھﺮ ﻣﯿﺸѧﻮد  ٤را ﭼﻨѧﺪ ﺳѧﺎﻋﺖ در  GTPIو  lag -Xاﮔѧﺮ ﭘﻠﯿѧﺖ ﺣѧﺎوي : ﺗﻮﺟѧﮫ 
ﻛﻢ رﻧﮓ دﯾﺪه ﻣﯿﺸѧﻮد وﻟѧﻲ ﻣﺤѧﯿﻂ آﻧﮭѧﺎ ﺑﯿﺮﻧѧﮓ  ﺧﯿﻠﻲ در ﻣﺮﻛﺰ ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺳﻔﯿﺪ ﻧﻘﻄﮫ آﺑﻲ .ﻮزﯾﺪاز آﺑﻲ ﻛﻢ رﻧﮓ و ﻣﺤﯿﻂ آن آﺑﻲ ﭘﺮرﻧﮓ اﺳﺖﮔﺎﻻﻛﺘ
ھﻀѧﻢ ﻛﻨﯿѧﺪ ﺑﺎﯾѧﺪ ﺑﻌѧﺪ از اﻟﻜﺘﺮوﻓѧﻮرز ﻗﻄﻌѧﮫ  IHmaBﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ را ﺑѧﺎ آﻧѧﺰﯾﻢ . ھѧﺎي ﺳѧﻔﯿﺪ راﻛﺸѧﺖ دھﯿѧﺪ و ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ آﻧﮭﺎرااﺳѧﺘﺨﺮاج ﻛﻨﯿѧﺪ    ﻛﻠﻨѧﻲ.اﺳѧﺖ
  ه را روي ژل ﻣﺸﺎھﺪه ﻛﻨﯿﺪﻛﻠﻮن ﺷﺪ AND
    درس ھﻔﺘﻢ   
  )RCP ( noitcaeR niahC esaremyloP-٩١
ﻛﮫ ﺑﯿﻦ دو ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻗﺮار دارد ﺗﻮﺳﻂ آﻧѧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤѧﺮاز وﺑﻜﻤѧﻚ ﭼﮭѧﺎر  ANDﺳﻜﺎﻧﺲ ﻣﻮﻟﻜﻮل از ﻗﺴﻤﺘﻲ روﺷﻲ اﺳﺖ ﻛﮫ واﻛﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه اي ﭘﻠﯿﻤﺮاز
ﻣﺘﺸﻜﻞ از دو رﺷﺘﮫ آﻧﺘﻲ ﭘﺎراﻟѧﻞ ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ ﻛѧﮫ ﺗﻮﺳѧﻂ اﺗﺼѧﺎﻻت  ANDsd..ﻣﯿﺸﻮد (yfilpmA)داﻛﺴﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﺗﺮي ﻓﺴﻔﺎت در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﺗﻜﺜﯿﺮ 
  . ھﯿﺪروژﻧﻲ وﺑﺼﻮرت ﻛﻮواﻻﻧﺖ ﺑﮫ ﯾﻜﺪﯾﮕﺮ ﻣﺘﺼﻞ ھﺴﺘﻨﺪ
ﺗѧﻚ رﺷѧﺘﮫ ﻛﻮﺗѧﺎه  AND  اﻟﯿﮕﻮﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿѧﺪھﺎ ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭѧﺎي . ﺑﻜﻤﻚ اﻟﯿﮕﻮ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪ ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ اﻧﺠѧﺎم ﻣﯿﮕﯿѧﺮد  ANDزي ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎ
  .ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ( اﻟﮕﻮ ) ھﺪ ف  ANDھﺴﺘﻨﺪ ﻛﮫ ھﺮ ﻛﺪام از آﻧﮭﺎ ﻣﻜﻤﻞ ﯾﻚ اﻧﺘﮭﺎي ﺳﻜﺎﻧﺲ 
٩١
ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ و رﺷѧﺘﮫ ھѧﺎي ( ﺗﻚ رﺷﺘﮫ اي اﺳﺖ ) اﻟﮕﻮ ANDھﺎ از روي PTNd  ﭘﻠﯿﻤﺮاز و در ﺣﻀﻮر ANDﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﯾﻢ 
  .ﻣﯿﮕﺮدد ﺟﺪﯾﺪي ﻣﻜﻤﻞ رﺷﺘﮫ ھﺎي ھﺪف ﺳﻨﺘﺰ
  :RCPﻣﺮاﺣﻞ ﯾﻚ ﺳﯿﻜﻞ 
  .ھﺪف ﺑﺮ اﺛﺮ ﺣﺮارت ﺗﻚ رﺷﺘﮫ اي ﻣﯿﺸﻮد ANDدر اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﮫ :   noitarutaneDﻣﺮﺣﻠﮫ  -١
  روي رﺷﺘﮫ ﻣﻜﻤﻞ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ ﺎ در ﻣﺤﻞ ﻣﻨﺎﺳﺐدر اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﮫ ﺑﺎ ﻛﺎھﺶ ﺣﺮارت ﺳﯿﺴﺘﻢ ، ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھ: gnilaennAﻣﺮﺣﻠﮫ  -٢
ﭘﻠﯿﻤﺮازﻣﻄﻠﻮب ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﻣﻮﺟﺐ ﺗﻮﺳѧﻌﮫ ﭘﺮاﯾﻤѧﺮ ھѧﺎ ﺷѧﺪه و ھﻤﺎﻧﻨѧﺪ ﺳѧﺎزي  ANDدر اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﮫ ﻛﮫ دﻣﺎي آن ﺑﺮاي آﻧﺰﯾﻢ : noisnetxEﻣﺮﺣﻠﮫ  -٣
  . ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ وﺟﻮد دارﻧﺪ  ﻋﺒﺎرت اﺳﺖ از ﻗﻄﻌﮫ ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﺷﺪه اي ﻛﮫ دو ﻃﺮف اﯾﻦ ﻗﻄﻌﮫ ﺳﻜﺎﻧﺲ RCPﻣﺤﺼﻮل . ھﺪف اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد AND
  :ﺗﺎﺛﯿﺮ دارﻧﺪRCPﻓﺎﻛﺘﻮر ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ روي ﻛﺎر آﯾﻲ
  ﻣﯿﺸﻮد  ﺳﯿﻜﻞ ﺑﻌﻠﺖ ﺣﺮارت آﻧﺰﯾﻢ دﻧﺎﺗﻮره ﺷﺪه و ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ٠٣ﺗﺎ ٥٢ﺑﻌﺪ از  -١
  .آﻧﮭﺎ ﺷﺪه و ﺑﺎ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ رﻗﺎﺑﺖ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ gnilaennaeRﻏﻠﻈﺖ زﯾﺎدرﺷﺘﮫ ھﺎي ھﺪف ﻣﻮﺟﺐ -٢
ﻣﺎري ﺑﺎ ﺣﺮارت ھﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﺮﻓﺖ واز  ﺑﻦ اﺑﺘﺪا اﯾﻦ ﻛﺎر ﺗﻮﺳﻂ ﺳﮫ. اﺑﺪاع ﮔﺮدﯾﺪ suteCﺗﻮﺳﻂ ﻣﻮﻟﯿﺲ ﻛﺎرﻣﻨﺪ ﺷﺮﻛﺖ  RCPروش 
ﺑﺎﯾﺪ دوﺑﺎره در ھﺮ ﺳﯿﻜﻞ ﺑﮫ واﻛﻨﺶ "دﻧﺎﺗﻮره ﻣﯿﺸﻮدو اﺟﺒﺎرا اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ در اﺛﺮﺣﺮارت. اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﺪ   esaremylop ANDآﻧﺮﯾﻢ ﻛﻠﻨﻮ ﺑﻌﻨﻮان
 qaT" ﻣﯿﺸﻮد و اﺻﻄﻼﺣﺎ ﻣﻘﺎوم ﺑﮫ ﺣﺮارت ﻛﮫ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺗﺮﻣﻮس آﻛﻮاﺗﯿﻜﻮس ﺧﺎﻟﺺ esaremylop AND   از آﻧﺰﯾﻢ ikiaS. اﺿﺎﻓﮫ ﺷﻮد
  .ﻣﯿﮕﯿﺮد اﻧﺠﺎم ﺑﺼﻮرت اﺗﻮﻣﺎﺗﯿﻚ   RCPاﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮد واﻣﺮوزه واﻛﻨﺶ ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮد   esaremylop AND
  
  :RCPﭘﺎراﻣﺘﺮ ھﺎي ﻣﻮﺛﺮ در
  دارد Cو  Gﺑﺴﺘﮕﻲ ﺑﮫ ﺗﻌﺪاد  noitarutaneDزﻣﺎن و دﻣﺎي  -١
  درﺟﮫ ﻛﻤﺘﺮ از دﻣﺎي ذوب ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﺑﺎﺷﺪ ٤-٣ﻛﮫ ﺑﺎﯾﺪ  ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎgnilaennAدﻣﺎي -٢
  ﻛﮫ ﺑﮫ ﺗﻌﺪاد ﺑﺎزھﺎي ﺑﯿﻦ دوﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺑﺴﺘﮕﻲ دارد     noisnetxe remirPزﻣﺎن -٣
  ﺗﻌﺪاد ﺳﯿﻜﻠﮭﺎ  --٤
ﺷѧﺪ ﻧﺘﯿﭽѧﮫ ﻛѧﺎر ﺑﮭﺘѧﺮ اﺳѧﺖ و واﻛѧﻨﺶ ھﺮﭼﮫ اﯾﻦ زﻣﺎن ﻛﻤﺘﺮ ﺑﺎ( ﺑﮫ دﻣﺎي ﻣﻘﺼﺪ ﺑﺮﺳﺪ دﺳﺘﮕﺎه  زﻣﺎﻧﻲ ﻛﮫ ﻃﻮل ﻣﯿﻜﺸﺪ ﺗﺎ دﻣﺎي ﻣﺒﺪا) pmaR-٥
  زﻣﺎن ﻛﻤﺘﺮي در دﻣﺎي ﻧﺎﺧﻮاﺳﺘﮫ ﻗﺮار ﻣﯿﮕﯿﺮد
اﯾﻨﮭﺎ ﻣﺠﻤﻮﻋﮫ اي را ﺗﺸﻜﯿﻞ ﻣﯿﺪھﻨﺪ ﻛﮫ ﻣﻮﺟﺐ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ و ﻏﻠﻈﺖ اﯾﻦ دو ﻣѧﺎده ﺗѧﺎﺑﻌﻲ ) ھﺎ و ﯾﻮن ﻣﻨﯿﺰﯾﻮم  PTNdﻏﻠﻈﺖ  -٦
  (از ﯾﻜﺪﯾﮕﺮ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ 
  .ھﺪف ﺑﺼﻮرت ﻣﺎﻟﺘﻲ ﻛﭙﻲ در ژﻧﻮم ﺑﺎﺷﺪ ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ ANDﭼﻨﺎﻧﭽﮫ ( ﺮوﮔﺮم ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﯾﻚ دھﻢ ﺗﺎ ﯾﻚ ﻣﯿﻜ) AND etalpmeTﻏﻠﻈﺖ  -٧
  RCPاﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮدن ﺗﺸﺪﯾﺪ ﻛﻨﻨﺪه ھﺎي  -٨
  ﺣﺬف ﻣﮭﺎ رﻛﻨﻨﺪه ھﺎي آﻧﺰﯾﻢ از ﻣﺤﯿﻂ -٠١
٠٢
  (.ﯾﻜﺴﺎن داﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﻨﺪ mT)ﺷﺒﯿﮫ ھﻢ ﺑﺎﺷﺪ )ﺑﮭﺘﺮ ﻧﻘﻄﮫ ذوب ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ  -١١
  :ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﯾﻤﺮ -٠٢
و  ﺑﺎزدارﻧѧﺪ  ٠٢-٠٣ﭘﺮاﯾﻤѧﺮ ھѧﺎ  .ھѧﺪف ﻃﺮاﺣѧﻲ ﻣﯿﮕﺮدﻧѧﺪ  ANDاﺧﺘﺼﺎﺻѧﻲ وﻣﻜﻤѧﻞ ﻧﺎﺣﯿѧﮫ ﻣѧﻮرد ﻧﻈѧﺮ " ﺑﺼﻮرت ﻛѧﺎﻣﻼ  RCPﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ي 
ﺑﮭﺘѧﺮ اﺳѧﺖ ﺗﻌѧﺪاد ﺑﺎزھѧﺎي دوﭘﺮاﯾﻤѧﺮ  .ﺑѧﺎﻻ داﺷѧﺘﮫ ﺑﺎﺷѧﺪ ھﻤﭽﻨﯿﻦ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺑﺎﯾﺪ دﻣﺎي آﻧﯿﻠﯿﻨﮓ . ﺑﺎز اﺧﺘﺼﺎﺻﯿﺖ ﺧﻮﺑﻲ ﻧﺪارﻧﺪ ٠٣ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎي ﺑﯿﺶ از 
ﺑﺼѧﻮرت ﺗﻜѧﺮاري و  Cﯾѧﺎ  Gﻧﺒﺎﺷﻨﺪ، ھﻤﭽﻨﯿﻦ ﻧﻮاﺣﻲ ﺗﻜﺮار ﺷﻮﻧﺪه ﻧﺪاﺷﺘﮫ ﺑﺎ ﺷﻨﺪ ﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ ﺑﺎزھѧﺎي  ﻣﺴﺎوي ﺑﺎﺷﻨﺪ و از ﭘﻠﻲ ﭘﻮرﯾﻦ ﯾﺎ ﭘﻠﻲ ﭘﯿﺮﯾﻤﯿﺪﯾﻦ
ﻜﻤﻞ ﺑﺎﺷﺪ زﯾѧﺮا ﭘﺮاﯾﻤѧﺮ داﯾﻤѧﺮ ﺗﺸѧﻜﯿﻞ ﻧﺒﺎﯾﺪ ﻣ دو ﭘﺮاﯾﻤﺮ` ٣اﻧﺘﮭﺎي . ﺳﯿﺴﺘﻢ ﻛﺎر ﻧﻤﯿﻜﻨﺪ" ﭘﺸﺖ ﺳﺮھﻢ ﺑﺎﺷﻨﺪ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺑﺼﻮرت ﻟﻮپ در ﻣﻲ آﯾﺪ و ﻋﻤﻼ
  .ﻣﯿﺸﻮد
را آﻧﮭѧﺎ  tsalBھѧﺎﯾﻲ ﻣﺎﻧﻨѧﺪ ﻧѧﺮم اﻓﺰار ﺑﻌﺪ از ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ ﺗѧﻮ ﺳѧﻂ . ﻧﺮم اﻓﺰارھﺎﯾﻲ وﺟﻮد دارد ﻛﮫ ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﯾﻤﺮ را اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺪھﻨﺪ
  .ﮔﺮدﻧﺪ laennAﭼﻚ ﻧﻤﻮد ﺗﺎ ﻣﺸﺨﺺ ﺷﻮد ﻛﮫ ﺑﺎ ﭼﮫ ژﻧﮭﺎي دﯾﻜﺮ ﻣﯿﺘﻮاﻧﻨﺪ
باﻟﻒ
RCP  ﺷﻤﺎي  -٠١ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
) از ﯾﻜﺪﯾﮕﺮ ﺑﺎز ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ( درﺟﮫ ٣٩- ٥٩)ﺗﻮﺳﻂ ﺣﺮارت  ANDرﺷﺘﮫ ھﺎي . دو ﺑﺮاﺑﺮ ﻣﯿﺸﻮد ANDﺗﻌﺪاد ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭﺎي RCPدر ھﺮ ﺳﯿﻜﻞ  
)    ﺼﻮرت اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﮫ ﻧﺎﺣﯿﮫ ھﺪف ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﺑ( درﺟﮫ ٠٥-٠٦)و ﺳﭙﺲ دردوره ﺑﻌﺪﻛﮫ ﺣﺮارت ﭘﺎﯾﯿﻦ ﻣﻲ آﯾﺪ ( gnirutaneD
 ,PTAd) ﭼﮭѧﺎر   , ودر ﺑѧﺎﻓﺮ ﻣﺨﺼѧﻮص      (درﺟѧﮫ ٢٧)   در دﻣﺎي ﻣﻄﻠѧﻮب            esaremylop AND qaTآﻧﺰﯾﻢ     (.gnilaennA
  ( .noisnetxE)را ﻃﺒﻖ رﺷﺘﮫ اﻟﮕﻮ ﺑﮭﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﻜﻨﺪ  PTNd ) PTGd ,PTCd ,PTTd
) از ﯾﻜѧﺪﯾﮕﺮ ﺑѧﺎز ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ ( درﺟѧﮫ ٣٩-٥٩)ﺗﻮﺳѧﻂ ﺣѧﺮارت  ANDرﺷﺘﮫ ھѧﺎي . دو ﺑﺮاﺑﺮ ﻣﯿﺸﻮد ANDﺗﻌﺪاد ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭﺎي RCPدر ھﺮ ﺳﯿﻜﻞ 
)    ﺼﻮرت اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﮫ ﻧﺎﺣﯿﮫ ھﺪف ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﺑ( درﺟﮫ ٠٥-٠٦)و ﺳﭙﺲ دردوره ﺑﻌﺪﻛﮫ ﺣﺮارت ﭘﺎﯾﯿﻦ ﻣﻲ آﯾﺪ ( gnirutaneD
 ,PTAd) ﭼﮭѧﺎر   , ودر ﺑѧﺎﻓﺮ ﻣﺨﺼѧﻮص      (درﺟѧﮫ ٢٧)   در دﻣﺎي ﻣﻄﻠѧﻮب            esaremylop AND qaTآﻧﺰﯾﻢ     (.gnilaennA
  ( .noisnetxE)را ﻃﺒﻖ رﺷﺘﮫ اﻟﮕﻮ ﺑﮭﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﻜﻨﺪ  PTNd ) PTGd ,PTCd ,PTTd
ﺑﺼѧﻮرت ﺗﺼѧﺎﻋﺪ ﯾﻌﻨﻲ رﺷﺘﮫ ھﺎﯾﻲ ﻛѧﮫ ﺑѧﯿﻦ دوﭘﺮاﯾﻤѧﺮ ﻣﺤﺼѧﻮر ھﺴѧﺘﻨﺪ ( tcudorp tegrat trohS) ﻛﻮﺗﺎه ھﺎي  ANDﻻزم ﺑﮫ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﻛﮫ 
ﯾﻌﻨﻲ رﺷﺘﮫ ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ از ﯾﻚ ﻃﺮف ﺗﻮﺳﻂ ﯾﻚ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻣﺤﺪود ھﺴﺘﻨﺪ  (tcudorp tegrat gnol) ھﺎي ﺑﻠﻨﺪ  ANDو  (laitnenopxe)ھﻨﺪﺳﻲ 
  . زﯾﺎد ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ  (ylraenil)و از ﺳﻤﺖ دﯾﮕﺮ ﻧﺎﻣﺤﺪود ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ ﺑﺼﻮرت ﺗﺼﺎﻋﺪ ﺣﺴﺎﺑﻲ 
  
  
  ﺗﺼﻮﯾﺮ ﺑﺰرﮔﺘﺮ





ﺷѧﺪه و ھѧﺮ  laennAﺪﯾﮕﺮ دو ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﭼﻨﺪ ﺑﺎز ﻣﻜﻤѧﻞ داﺷѧﺘﮫ ﺑﺎﺷѧﻨﺪ ﺑѧﺎ ﯾﻜѧ  HO-`3ﭼﻨﺎﻧﭽﮫ اﻧﺘﮭﺎھﺎي . ﻧﺤﻮه ﺗﺸﻜﯿﻞ ﭘﺮاﯾﻤﺮ داﯾﻤﺮ  -٢١ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
  . اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮد noitacifilpmAﻛﺪام ﺑﺮاي دﯾﮕﺮي ﺑﺠﺎي ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻋﻤﻞ ﻛﺮده وﭘﺮاﯾﻤﺮ دﯾﮕﺮ را اﻟﮕﻮ ﻗﺮار داده و 
  
  :ﻧﺒﺎﺷﻨﺪ ( اﻟﮕﻮ) ھﺪف ANDﻣﻜﻤﻞ " ﻣﻮاﻗﻌﻲ ﻛﮫ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﻛﺎﻣﻼ
  اﯾﺠﺎد ﻣﻮﺗﺎﺳﯿﻮن در ﯾﻚ ژن ﻃﺮاﺣﻲ ﻣﯿﮕﺮدﻧﺪ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ ﺑﺮاي -١
اﯾѧﻦ ﻛѧﺎر . را ﺗﻮﺳѧﻂ آن آﻧѧﺰﯾﻢ ﺑѧﺮش داد  RCPﻣﺤﺼﻮل آﻧﮭﺎ ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﺤﺪودﮔﺮ ﺗﻌﺒﯿﮫ ﻣﯿﺸﻮد ﺗﺎ ﺑﺘﻮان  `5ﻛﮫ ﺳﻤﺖ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎﯾﻲ  -٢
  .اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮدRCPﺑﺮاي ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ﻣﺤﺼﻮل 
  و ﺑﺮاي ﺑﯿﺎن ﯾﻚ ژن ﻛﺎرﺑﺮد دارﻧﺪآﻧﮭﺎ داراي ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ﺑﺎﺷﺪ RCPﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ ﻻزم اﺳﺖ ﻣﺤﺼﻮل  -٣
ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ ﭘﺮاﯾﻤѧﺮ ھѧﺎ را ( . ﻛﻤﺘﺮ اﺳﺖ  bk3ﺑﯿﺶ از  RCPﻛﺎرآﯾﻲ ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﺑﺮاي ﻣﺤﺼﻮل ) ﺑﺎﺷﺪ  bk 01اﯾﻤﺮ ﺑﺎﯾﺪ ﻛﻤﺘﺮ از ﻓﺎﺻﻠﮫ دو ﭘﺮ
  ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻛﺎري ﻛﮫ ﻻزم دارﯾﻢ ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﻮﻧﺪ 
  :RCPﻣﺤﺼﻮل    (tceted) ﭼﮕﻮﻧﮕﻲ رد ﯾﺎﺑﻲ 
  ﺘﺮوﻓﻮرز روي ژل آﮔﺎرز ﯾﺎ ﭘﻠﻲ اﻛﺮﯾﻼﻣﯿﺪ اﻟﻜ -٣(ﭘﺮوب ) ﺑﺎ اﻟﯿﮕﻮ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﻧﺸﺎﻧﺪار  RCPھﯿﺒﺮﯾﺪ ﺷﺪن ﻣﺤﺼﻮل  -١
  (:ﺑﻤﻨﻈﻮر ﺗﺼﺤﯿﺢ ﻣﺤﺼﻮل ) RCPاﻧﻮاع 
ﺑﻄﻮرﯾﻜѧﮫ ﺑѧﻼ ﻓﺎﺻѧﻠﮫ ﺑﻌѧﺪ ار ( اﻧѧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤѧﺮاز " ﺗﺮﺟﯿﺤѧﺎ ) RCPﻋﺒѧﺎرت اﺳѧﺖ از ﺟѧﺪا ﻛѧﺮدن ﯾѧﻚ ﯾѧﺎ ﭼﻨѧﺪ ﺗﺮﻛﯿѧﺐ ﻣﮭѧﻢ : RCP trats toH-١
  (و آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز  meg RCP ,اﺳﺘﻔﺎده از ) ھﺪف ﺑﮫ واﻛﻨﺶ اﺿﺎﻓﮫ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ ANDدﻧﺎﺗﻮراﺳﯿﻮن 
ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ ﭘﻠﯿﻤѧﺮازي آﻧѧﺰﯾﻢ را ﻣﮭѧﺎر ﻣﻮﻧﻮﻛﻠﻮﻧﺎل آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺿﺪ آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز را ﺑﮫ واﻛﻨﺶ اﺿѧﺎﻓﮫ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪدرﻧﺘﯿﺠѧﮫ : ﺑﻜﻤﻚ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي  trats toH-
  .ﻮدﭘﻠﯿﻤﺮاز ﻓﻌﺎل ﻣﯿﺸ درﺟﮫ ﻣﯿﺮﺳﺪ آﺗﻲ ﺑﺎدي دﻧﺎﺗﻮره ﻣﯿﺸﻮد و دو ﺑﺎره ٤٩ھﻨﮕﺎﻣﯿﻜﮫ دﻣﺎي واﻛﻨﺶ ﺑﮫ . ﻣﯿﻜﻨﺪ
ﺑﮫ دﯾﻮاره ﻟﻮﻟﮫ ھﺎي ﻣﺤﺼﻮص اﯾﻨﻜﺎرﺑﮫ ﻧﻮﻋﻲ واﻛﺲ آﻏﺸѧﺘﮫ اﺳѧﺖ ﻛѧﮫ ﺑﻌѧﺪ از ﻣﺨﺘﺼѧﺮي ﮔѧﺮم ﻛѧﺮدن ذوب : xawilpmAﺑﻜﻤﻚ  trats toH-
درﺟѧﮫ اﯾѧﻦ واﻛѧﺲ ﺑﺨѧﺎر ﻣﯿﺸѧﻮد و آﻧѧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤѧﺮاز ﺑѧﺎ  ٤٩در دﻣѧﺎي . آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز را روي واﻛѧﺲ ﻗѧﺮار ﻣﯿﺪھﻨѧﺪ  .ﺷﺪه و روي ﺋﺎﻛﻨﺶ را ﻣﯿﭙﻮﺷﺎﻧﺪ 
  ﯿﺪا ﻣﯿﻜﻨﺪواﻛﻨﺶ ﺗﻤﺎس ﭘ
ﻣﺤﺼﻮل ﻛﺎذب و ﭘﺮاﯾﻤﺮ  ﺑﻨﺪرت ﻛﺎھﺶ ﻣﯿﺎﺑﺪ وﻣﻮﺟﺐ ﻛﺎھﺶ mTدر اﯾﻦ روش دﻣﺎي آﻧﯿﻠﯿﻨﮓ ازدﻣﺎي ﺑﺎﻻﺗﺮ از  :RCP nwod hcuoT-٢
  .داﯾﻤﺮ ﻣﯿﺸﻮد
و ﻣﮭѧѧﺎر  ANDھѧѧﺪف در ﻧﻤﻮﻧѧѧﮫ ﻣѧѧﻮرد آزﻣѧѧﺎﯾﺶ ﻛѧѧﻢ ﺑﺎﺷѧѧﺪ ﺑѧѧﺮاي ﺟﻠѧѧﻮﮔﯿﺮي از ﺑѧѧﺎﻻﺑﺮدن ﻣﻘѧѧﺪار  ANDﻣѧѧﻮاﻗﻌﻲ ﻛѧѧﮫ : RCP detseN-٣
ھѧﺪف ھﻤﺎﻧﻨѧﺪ ﺳѧﺎزي ﺷѧﺪه  ANDاول ﻛѧﮫ ﺑﯿﺸѧﺘﺮ  RCPﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎي ﺧﺎرﺟﻲ ﻗﻄﻌﮫ ﻃﻮﯾﻠﺘﺮي ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﻣﯿﺸѧﻮد و از ﻣﺤﺼѧﻮل ﺗﻮﺳﻂ  واﻛﻨﺶ
  .ﺑﺎﻻ ﻣﯿﺮود RCPدر اﯾﻦ روش اﺧﺘﺼﺎﺻﯿﺖ و ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ . ﺑﺎ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎي داﺧﻠﻲ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮداﺳﺖ ﯾﻚ واﻛﻨﺶ دﯾﮕﺮ 
٢٢
ژﻧﻮﻣﻲ از  ANDﺑﺎﯾﺪ  RCPﺑﺮاي اﻧﺠﺎم اﯾﻦ ﻧﻮع . ﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﻣﯿﺸﻮﻧﺪھﻤ bk 02ﺑﺎ اﯾﻦ روش ﻗﻄﻌﺎت ﺑﺒﯿﺶ از : RCP ecnatsid gnoL-٥
 ANDاﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ ﻧﺴѧﺨﮫ اي از .اﺳѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧﻮد  qat nolkﺑѧﺮاي اﯾﻨﻜѧﺎراز . ﺑѧﮫ دﻗѧﺖ ﻃﺮاﺣѧﻲ ﺷѧﻮﻧﺪ  ﻛﯿﻔﯿѧﺖ ﺑѧﺎﻻﯾﻲ ﺑﺮﺧѧﻮردار ﺑﺎﺷѧﺪو ﭘﺮاﯾﻤѧﺮ ھѧﺎ 
  اﮔﺰو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي اﺳﺖ  `5ﻠﻮط ﻣﯿﺸﻮد و ﻓﺎﻗﺪ ﻣﺨ ١ﺑﮫ  ٠٨١ﺑﮫ ﻧﺴﺒﺖ  ylop ufpﺗﺮﻣﯿﻨﺎل آن ﺣﺬف ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺑﺎ  Nاﺳﺖ ﻛﮫ ﻗﺴﻤﺖ  ylop
  :RCPﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ﺑﺎ
  .ﺳﻜﺎﻧﺲ ﭘﺮاﯾﻤﺮ `5در ﻃﺮف  ﻗﺮار دادن ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎي ﺑﺮش دھﻨﺪه -١
  . اﯾﻦ ﺟﺎﯾﮕﺎه ﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ روي ﻗﻄﻌﮫ ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﺷﺪه ﻧﯿﺰ وﺟﻮد داﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ: ﻣﺸﻜﻼت 
  .اﺿﺎﻓﮫ ﺷﻮد   ﭘﺮاﭘﻤﺮ `5ﻣﯿﻜﻨﺪﻛﮫ ﺑﺎﯾﺪ ﺗﻌﺪادي ﺑﺎز ﺑﮫ اﻧﺘﮭﺎي ﮔﺎھﻲ اﯾﻦ ﺟﺎﯾﮕﺎه ھﻨﮕﺎم ھﻀﻢ ﺷﺪن ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ اﺷﻜﺎل اﯾﺠﺎد 
  .اﺳﺘﻔﺎده از ﺟﺎﯾﮕﺎه دو آﻧﺮﯾﻢ ﻣﺘﻔﺎوت در ھﻀﻢ اﺷﻜﺎل اﯾﺠﺎد ﻣﯿﻜﻨﺪ
 AND 4Tﺷﻮد اﯾﻦ ﻛﺎر ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎي ﻛﻠﻨﻮ و  hsiloPﺑﺮاي اﯾﻨﻜﺎر دو اﻧﺘﮭﺎي ﻗﻄﻌﮫ ھﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﺎزي ﺷﺪه ﺑﺎﯾﺪ : noitagil dne tnulB-٢
  اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮد    esaelcun naeb gnoMو    esaelcun 1Sو ﯾﺎ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي (   gnah revoﺮدن ﻗﺴﻤﺖ ﭘﺮﻛ) esaremylop
ﺑѧﺮش ﻣﯿﺪھѧﺪ ھﻀѧﻢ ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ ﺳѧﭙﺲ ﺗﻮﺳѧﻂ  tnulBرا ﺑﺼѧﻮرت  ANDوﯾﺎ ھѧﺮ آﻧѧﺰﯾﻢ دﯾﮕﺮﻛѧﮫ  VRocEﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﺎﻗﻞ را ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ  rotcev T--٣
ﻻزم ﺑѧﮫ .) رﺷѧﺘﮫ ھѧﺎي ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ ﺧﻄѧﻲ ﺷѧﺪه اﺿѧﺎﻓﮫ ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ  `3ﺑѧﮫ اﻧﺘﮭﺎھѧﺎي  Tﺗﻌѧﺪادي  ylop qaTﯾѧﺎ آﻧѧﺰﯾﻢ  esarefsnart lanimreTآﻧѧﺰﯾﻢ 
ﺑѧﺎ ( . ﻣﺤﺼﻮل آﻣﭙﻠﻲ ﻓﺎي ﺷﺪه اﺿѧﺎﻓﮫ ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  `3ﺑﮫ اﻧﺘﮭﺎي  Aداراي ﺧﺎﺻﯿﺖ ﺗﺮﻣﯿﻨﺎل ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮازي اﺳﺖ و ﺗﻌﺪادي  ylop qaTذﻛﺮاﺳﺖ ﻛﮫ آﻧﺰﯾﻢ 
  .را ﺑﮭﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ RCPﭘﻼﺳﻤﯿﺪ و ﻣﺤﺼﻮل  noitagiLاﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ 
ﻓﺴﻔﺮﯾﻠﮫ ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ  PTAو  esanikditoelcun ylop 4Tﻗﻄﻌﺎت ﺑﺎ . ﭘﺮاﯾﻤﺮ `5ﯿﺪ ﻧﯿﻤﮫ ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﯾﻚ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮش دھﻨﺪه در ﻃﺮف ﺗﻮﻟ -٤
  .و ﺳﭙﺲ ﺑﮭﻢ ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﮕﺮدﻧﺪ ، ﺑﻌﺪ ﺗﻮﺳﻂ ﯾﻚ آﻧﺰﯾﻢ ھﻀﻢ ﺷﺪه و ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد 
  
  
ﻗﻄѧﻊ ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  tnulbرا ﺑﺼѧﻮرت  ANDﻤﯿﺪ ﺑѧﺎ ﯾѧﻚ آﻧﺰﯾﻤѧﻲ ﻛѧﮫ ﭘﻼﺳѧ  :gninolc A-Tﺑѧﮫ روش  RCPﻛﻠﻮن ﻛѧﺮدن ﻣﺤﺼѧﻮل  -٣١ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
واﻛѧﻨﺶ . آن اﺿѧﺎﻓﮫ ﻣﯿﮕѧﺮدد  HO -`3ﺑѧﮫ اﻧﺘﮭﺎھѧﺎي  Tﯾѧﻚ ﺑѧﺎز  PTTdﭘﻠﯿﻤѧﺮاز و  qaTھﻀѧﻢ ﻣﯿﺸѧﻮد ﺳѧﭙﺲ ﺗﻮﺳѧﻂ آﻧѧﺰﯾﻢ ﺗﺮﻣﯿﻨѧﺎل ﺗﺮاﻧﺴѧﻔﺮاز ﯾѧﺎ 
و ﭘﻼﺳѧﻤﯿﺪ در ﯾѧﻚ ﺑѧﺎﻛﺘﺮي ﺗﺮاﻧﺴѧﻔﺮم ﻗѧﺮار دارد اﻧﺠѧﺎم ﻣﯿﮕﯿѧﺮد  Aآن ﺑѧﺎز  HO-`3ﻛﮫ در اﻧﺘﮭﺎھﺎي  RCPاز اﯾﻦ وﻛﺘﻮر ﺑﺎ ﻣﺤﺼﻮل  noitagiL
  .ﻣﯿﺸﻮد
  :RCPاﯾﺠﺎد ﺗﻐﯿﯿﺮ در ﻣﺤﺼﻮل 
ﻣﯿﺘﻮان ﯾﻚ  ھﻤﭽﻨﯿﻦ ﺗﻌﺒﯿﮫ ﻧﻤﻮد، (etiS gnidniB mosobiR) ﺟﺎﯾﮕﺎه اﺗﺼﺎل رﯾﺒﻮروم  ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر وﯾﺎ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﯾﻚ` `5ﭘﺎﯾﮫ ﻣﯿﺘﻮان درﺳﻤﺖ
 noisserpxEاﯾѧﻦ ﻛѧﺎرﺑﺮد ﺑﻨѧﺎم . وع ﺳﻨﺘﺰ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺎﺷѧﺪ ﺑﯿﻦ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر و ژن ﻗﺮار داد ﺗﺎ ﻧﺎﺣﯿﮫ ﺑﺮاي ﺷﺮ redael detalsnat noN
  ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮد RCP
  :(RCP -TR)RCP esatpircsnarT esreveR-٠٢
٣٢
رﺷѧﺘﮫ  .ﺳѧﻨﺘﺰ ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ  ANDﯾѧﻚ رﺷѧﺘﮫ  ANRﺑﻌﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ واز روي  ANRاز  ANDي از آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﭘﻠﯿﻤﺮاز ﺑﺠﺎي ﺗﻌﺪاد
 ANRآﻧﺰﯾﻤﮭﺎﯾﻲ ﻛﮫ ار . ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮد( )noitpircsnart esreveRﺴﺨﮫ ﺑﺮداري ﻣﻌﻜﻮسﻧ ﻣﯿﮕﻮﯾﻨﺪ و واﻛﻨﺶ ﺑﻨﺎم ANDcﺟﺪﯾﺪ ﺳﻨﺘﺰ ﺷﺪه را 
  . ﻣﻌﺮوف ھﺴﺘﻨﺪ esatpircsnrt esreveRﺑﻌﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ 
و در ﺣﻀѧﻮر ﯾѧﻮن esatpircsnrt esreveRﺖ در ﺣﻀﻮر ﯾﻮن ﻣﻨﮕﻨѧﺰ ﻓﻌﺎﻟﯿѧ ﺑﺪﺳﺖ ﻣﻲ آﯾﺪ  ﻛﮫ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺗﺮﻣﻮس ﺗﺮﻣﻮﻓﯿﻠﻮس htTآﻧﺰﯾﻢ 
 sisotsalboleyM naivAﻛѧѧﮫ از ﯾѧﻚ ﻧѧﻮع وﯾѧﺮوس ﭘﺮﻧѧﺪﮔﺎن ﺑﻨѧﺎم  VMAآﻧѧﺰﯾﻢ . دارد   esaremylop ANDﻣﻨﯿﺰﯾѧѧﻮم ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ 
ﺎ ﺑѧ ANDcدرﺟѧﮫ اﺳѧﺖ و ﺑѧﺮاي ﺗﮭﯿѧﮫ  ٢٤دﻣﺎي ﻣﻄﻠﻮب ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ آن . ھﻢ داردH esaNRاﺳﺘﺨﺮاج ﻣﯿﮕﺮدد ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ esatpircsnrt suriV
اﺳﺘﺨﺮاج    suriV aimekueL ynoloM esuoMﺟﻮﻧﺪﮔﺎن ﺑﻨﺎم  ازﯾﻚ ﻧﻮع وﯾﺮوسVLMMآﻧﺰﯾﻢ . اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕﺮدد b 005ﻃﻮل ﻛﻤﺘﺮ از 
ﻣﮭﻨﺪﺳѧﻲ ﺷѧﺪه  VLMMآﻧѧﺰﯾﻢ  tpircsrepuSآﻧѧﺰﯾﻢ . درﺟﮫ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﯿﻜﻨﺪ  ٧٣در . آن ﻛﻤﺘﺮ از آﻧﺰﯾﻢ ﻗﺒﻠﻲ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  H esaNRﻣﯿﺸﻮد و ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  . ﺑﺰرگ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﮕﺮدد ANDcدارد را از آن ﺣﺬف ﻛﺮده اﻧﺪ و ﺑﺮاي ﺗﮭﯿﮫ  H esANRﻌﺎﻟﯿﺖ اﺳﺖ ﻛﮫ ژن ﻗﺴﻤﺘﻲ ﻛﮫ ﻓ
  (:remirp ycarenegeD)  ﺑﺎ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎي اﺣﺘﻤﺎﻟﻲ RCP
ن اﯾﻦ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﺑﺮ اﺳﺎس اﻃﻼﻋﺎت ﺗﺮادف ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﯾﻚ ژن ﻃﺮاﺣﻲ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ و ﺑﺮ اﺳﺎس اﺳﯿﺪ ھﺎي آﻣﯿﻨﮫ اي اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد ﻛﮫ داراي ﯾﻚ ﯾﺎ دو ﻛﺪو
  .ﺑﺎﺷﻨﺪ
  اﯾﻦ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎ ﭘﻠﻲ ﻣﺮﻓﯿﺴﻢ را ﺑﺪون ﺷﻨﺎﺧﺖ ﺗﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪي ردﯾﺎﺑﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ  .ﺑﻨﺎم ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎي اﺧﺘﯿﺎري ھﻢ ﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ  -  DPARﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎي
  :از ﺧﻮن ANDاﺳﺘﺨﺮاج –١٢
ﺑﻌﻨﻮان ﺿﺪ اﻧﻌﻘﺎد اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد زﯾﺮا ﻣﻮاد ﺿѧﺪ اﻧﻌﻘѧﺎد  ATDEاز  RCPﺑﺮاي ﻛﺎرھﺎي  –ﺧﻮن ﻟﺨﺘﮫ ﻧﺸﺪه ﺑﺎﺷﺪ ) ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺧﻮن  ٠٠٥ﻣﻘﺪار  -١
  (ﻨﺪدﯾﮕﺮ ﻣﮭﺎر ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز ﻣﯿﺒﺎﺷ
  ﻣﻘﺪار ﯾﻚ ﺳﻲ ﺳﻲ از ﺑﺎھﺮ ﻟﯿﺰ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ  -٢
001-X notirT %1 ,2lCgM Mm5 , sirT Mm01 ,esorcus M 33.0 = reffub sisyL
ﺷѧﻔﺒﻒ  ﺪﺳﺖ آﻣѧﺪه ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را دور ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ و رﺳﻮب ﺧﺎﺻﻞ را ﭼﻨﺪﯾﻦ ﻣﺮﺗﺒﮫ در ﺑﺎﻓﺮ ﻓﻮق ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﺴﯿﻮن ﻧﻤﻮده ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ رﺳﻮب ﺑ -٣
.ﮔﺮدد
  .دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺠﻮﺷﺎﻧﯿﺪ ٠٢ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻟﯿﺰ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻧﻤﻮده ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻛﻨﯿﺪ و ﻣﺪت  ٠٠٤ﻣﻘﺪار  -٤
  ﺑﺎ ﻓﻨﻞ و ﻛﻠﺮﻓﺮم آن را اﺳﺘﺨﺮاج ﻛﻨﯿﺪ  -٥
  ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آب ﺣﻞ ﻛﻨﯿﺪ  ٠٥ﺑﺎ اﻟﻜﻞ آﻧﺮا روب داده و در  -٦
  .اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪRCPﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آن را ﺑﺮاي واﻛﻨﺶ  ٥-٢ﻣﻘﺪار  -٧
  RCPاﻧﭽﺎم واﻛﻨﺶ  -٢٢
ﺮاي ﻛﺎرھﺎي دﯾﮕﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮﻧﺪ ، ﻇﺮوف، ﻟﻮﻟﮫ ھﺎ ﺳﻤﭙﻠﺮ ھﺎي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻧﺒﺎﯾﺪ ﺑ .ﺑﺪون رﻓﺖ و آﻣﺪ اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮد  آزﻣﺎﯾﺶ ﺑﺎﯾﺪ در ﻣﺤﻠﻲ :ﺗﻮﺟﮫ 
  .و ﺳﺮ ﺳﻤﭙﻠﺮ ھﺎ اﺗﻮ ﻛﻼو ﺷﻮﻧﺪ و ھﻨﮕﺎم ﻛﺎر از دﺳﺘﻜﺶ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد 
  :ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ  RCPواﻛﻨﺶ  ﻣﻮاد زﯾﺮ را داﺧﻞ ﻟﻮﻟﮫ ﻣﺨﺼﻮص: RCPاﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ
 )Mm1.0( lμ 5.0                          PTNdMm01
٤٢
lμ 5                      reffub RCP x01
)Mm 5.1( lμ 5.1                                   2lCgM
lommp02                               1- remirP
lomp 02                               2- remirP
)U 52.1 ( lμ 52.0          esaremylop AND qaT
gμ 1 -1.0                     AND etalpmeT
lμ05 ot pu                                    O2Hd
روﻏѧﻦ ﻣﻌѧﺪﻧﻲ روي واﻛѧﻨﺶ ﺑﺮﯾﺰﯾѧﺪ ﺗѧﺎ از  lμ 001ﻣﻘѧﺪار . )دﺳﺘﮕﺎه را روﺷﻦ ﻛﻨﯿﺪ دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﯾﻜﻠﺮ ﻗﺮار دھﯿﺪو kcolBﻟﻮﻟﮫ ھﺎ را داﺧﻞ 
درب  ﯾﻌﻨѧﻲ  ﺳѧﺎﺧﺘﮫ ﺷѧﺪه اﻧѧﺪ     dil detaeHﺪﯾﺪ ﺑﺼﻮرت دﺳﺘﮕﺎھﮭﺎي ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﯾﻜﻠﺮﺟﻻزم ﺑﮫ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﻛﮫ . ﺑﺨﺎر ﺷﺪن ﻣﻮاد ﻣﻤﺎﻧﻌﺖ ﺑﻌﻤﻞ آورد
درﺟﮫ ﮔﺮم ﻣﯿﺸﻮد در ﻧﺘﯿﺠﮫ ﺑﺎﻻي ﻟﻮﻟﮫ ﮔﺮﻣﺘﺮ از ﭘﺎﯾﯿﻦ آن اﺳﺖ و از ﺑﺨﺎر ﺷﺪن ﻣѧﻮاد  ٥٠١واﻛﻨﺶ ﻗﺮار ﻣﯿﮕﯿﺮد ﺣﺪود  دﺳﺘﮕﺎه ﻛﮫ روي ﻟﻮﻟﮫ ھﺎي
  . ﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻛﻨﯿﺪدرﺻ ٣ﭘﺲ از اﺗﻤﺎم ﻛﺎر ﻣﺤﺼﻮل آﻣﭙﻠﻲ ﻓﺎي ﺷﺪه را ﺑﺎ آﮔﺎرز  (.داﺧﻞ ﻟﻮﻟﮫ ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي ﻣﯿﺸﻮد
  :از ﺳﺮم ANRاﺳﺘﺨﺮاج -٣٢.
زود  ANRزﯾﺎد اﺳﺖ و  esaNRدر ﻣﺤﯿﻂ ﻛﺎر و دﺳﺘﮭﺎ . ﺗﯿﭗ و ﻟﻮﻟﮫ ھﺎي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده را اﺗﻮﻛﻼو ﺷﻮﻧﺪ. از دﺳﺘﻜﺶ ﯾﻜﺒﺎر ﻣﺼﺮف اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ
  ھﯿﺪروﻟﯿﺰ ﻣﯿﺸﻮد 
  .ﻜﺶ ﺗﻤﺎس ﭘﯿﺪا ﻛﻨﻨﺪدر ﺗﻤﺎس ھﺴﺘﻨﺪ ﻧﺒﺎﯾﺪ ﺑﺎ دﺳﺖ ﺑﺪون دﺳﺘ ANRﺗﯿﭗ و ﻣﻮاد و ﻟﻮازﻣﻲ ﻛﮫ ﺑﺎ , ﻟﻮﻟﮫ 
  ﺳﻲ ﺳﻲ ﺑﺮﯾﺰﯾﺪ ١/٥در ﻟﻮﻟﮫ  sulpXNRﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ  ٠٠٥ﻣﻘﺪار -١
  ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﺳﺮم ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و درب ﻟﻮﻟﮫ راﺑﺴﺘﮫ ﺧﻮب ﻣﺤﻠﻮط ﻛﻨﯿﺪ ٠٠١ﻣﻘﺪار  -٢
  ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻛﻠﺮﻓﺮم ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ ٠٠١ﻣﻘﺪار  -٣
  در ھﻮاي آزﻟﺪ ﻗﺮار دھﯿﺪدﻗﯿﻘﮫ ٢درب ﻟﻮﻟﮫ راﺑﺴﺘﮫ و ﺧﻮب ﺑﮭﻢ ﺑﺰﻧﯿﺪ و  -٤
  ھﺰار دور در دﻗﯿﻘﮫ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ ٠١دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺎ  ٠١ﻣﺪت  -٥
  .ﻣﺎﯾﻊ ﺷﻔﺎف روﯾﻲ را ﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺟﺪﯾﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻛﻨﯿﺪ -٦
دﻗﯿﻘﮫ ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﺮده ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را ﺣﺬف ﻛﻨﯿﺪو ﻟﻮﻟﮫ را واروﻧﮫ روي ﻛﺎﻏѧﺬ ﺟѧﺎذب اﻟﺮﻃﻮﺑѧﮫ  ٠١دوﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ آن اﻟﻜﻞ ﻣﻄﻠﻖ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده و  -٧
  دھﯿﺪﻗﺮار 
  درﺟﮫ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮده ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ و ﺳﭙﺲ ﻣﺎﯾﻊ روﯾﻲ را ﺧﺬف ﻛﺮده و رﺳﻮب را ﺧﺸﻚ ﻛﻨﯿﺪ ٥٧ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ اﻟﻜﻞ  ٠٠١ﻣﻘﺪار  -٨






  اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ RCP-TRﻣﺮﺣﻠﮫ ﻗﺒﻞ را  ANRﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از  ٠١ﻣﻘﺪار  -١
lμ 01                                 ANR
lμ 4                         reffub TR
lμ 5.0                      emyzne TR
lμ 3.0                          enisaNR
lμ 1                               PTNd
lomp02                    )2&1( remirp
lμ 02 ot pu                   retaw CPED
رﺟѧﮫ  ٢٤ﻛѧﻨﺶ را ﯾѧﻚ ﺳѧﺎﻋﺖ در وا. درﺟﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ از ﺗﺸﻜﯿﻞ ﻟѧﻮپ ﺟﻠѧﻮﮔﯿﺮي ﺷѧﻮد  ٠٧دﻗﯿﻘﮫ آن را در  ٠١ﻣﺪت  ANRﻗﺒﻞ از اﺿﺎﻓﮫ ﻛﺮدن 
آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز  lμ 52.0ﺳﭙﺲ ﺑﮫ ھﺮ ﻟﻮﻟﮫ ﻣﻘﺪار . ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﺷﻮد وآﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز را ﻣﮭﺎر ﻧﻜﻨﺪ TRﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ ٤٩دﻗﯿﻘﮫ در  ٥ﻗﺮار دھﯿﺪ و ﺳﭙﺲ 
:ﺳﯿﻜﻞ اداﻣﮫ دھﯿﺪ ٠٣اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و ﺑﺎ ﺑﺮﻧﺎﻣﮫ زﯾﺮ واﻛﻨﺶ را 
  
ces 03                  o49                   noitarutaneD
ces 03                        o55                        gnilaennA
ces 03                        o27                        noisnetxE
اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ RCPﻣﻘﺪار ﯾﻚ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﺼﻮل    detseNﺑﺮاي واﻛﻨﺶ 
  
lμ 52.0                                    ylop qaT
lμ 5                           reffub RCP x 01
lμ 5.1                                         2lC gM
lμ 3                              )R&F( remirP
٦٢
lμ 1                                             AND
lμ 05 ot pu                                           O2Hd
:ﺳﯿﻜﻞ اداﻣﮫ دھﯿﺪ ٠٣واﻛﻨﺶ را ﻣﺨﺘﺼﺮي ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ ﻛﻨﯿﺪ وﺑﺎ ﺑﺮﻧﺎﻣﮫ زﯾﺮ واﻛﻨﺶ را 
  
ces 03                  o49                   noitarutaneD
ces 03                        o75                        gnilaennA
ces 03                        o27                        noisnetxE
درﺟﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ  ٢٧دﻗﯿﻘﮫ آن را دردﻣﺎي  ٥در اﻧﺘﮭﺎ ﻣﺪت 
  . را آﻣﭙﻠﻲ ﻓﺎي ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ Cوﯾﺮوس ھﭙﺎﺗﯿﺖ  RTU`5را از ﻧﺎﺣﯿﮫ  pb052ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ ﺗﻌﺪاد ) درﺻﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻛﻨﯿﺪ  ٣واﻛﻨﺶ را ﺑﺎ ژل آﮔﺎرز 
  RCPدرﺑﺎﯾﺪ ھﺎ و ﻧﺒﺎﯾﺪ ھﺎ
  ھﻨﮕﺎم ﺗﮭﯿﮫ واﻛﻨﺶ ﻧﻤﻮﻧﮫ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ را آﺧﺮ ﻛﺎر ﺗﮭﯿﮫ ﻛﻨﯿﺪ. ١
  ﺟﺪا از ھﻤﺪﯾﮕﺮ اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮﻧﺪ RCPاﻋﻤﺎل ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از . ٢
  ﻛﻨﯿﺪ  ﺑﺮاي اﺳﺘﻔﺎده ازھﺮ ﻣﺎده از ﭘﯿﭙﺖ ﺟﺪا ﮔﺎﻧﮫ و اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ اﺳﺘﻔﺎده. ٣
  ﺎده ﻛﻨﯿﺪھﺴﺘﻨﺪ و ﯾﺎ از ﭘﯿﭙﺖ ھﺎي ﯾﻜﺒﺎر ﻣﺼﺮف اﺳﺘﻔ   gulpاز ﭘﯿﭙﺖ ھﺎﯾﻲ ﻛﮫ داراي . ٤
  ﻣﻮاد ذﺧﯿﺮه آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه را ﺗﻘﺴﯿﻢ ﻛﺮده و ﻓﺮﯾﺰ ﻛﻨﯿﺪ و ھﺮﭼﻨﺪ وﻗﺖ ﺻﺤﺖ آﻧﮭﺎ راﻛﻨﺘﺮل ﻛﻨﯿﺪ . ٥
  درب ﻟﻮﻟﮫ ﭼﺴﺒﯿﺪه اﻧﺪ رﺳﻮب ﻛﻨﻨﺪ  ﻛﻨﯿﺪ ﺗﺎ ﻣﻮادي ﻛﮫ ﺑﮫ اﻃﺮاف nipsھﻨﮕﺎم اﺳﺘﻔﺎده ھﺮﻟﻮﻟﮫ را . ٦
  ﻛﻨﯿﺪ nuRﭼﻨﺪ ﯾﻦ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ ﺣﯿﻦ آزﻣﺎﯾﺶ . ٧
  ازﻣﻮادﻓﺮﯾﺰ ﺷﺪه اﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪﺑﺮاي اﻧﺤﺎم آزﻣﺎﯾﺸﮭﺎي ﺗﺎﯾﯿﺪي . ٨
  آﻣﭙﻠﻲ ﻓﺎي ﺷﺪه را ﺧﺎرج از ﻣﺤﻞ آﻣﺎده ﻛﺮدن ﻧﻤﻮﻧﮫ ﻧﮕﮭﺪاري ﻛﻨﯿﺪ ANDھﯿﺸﮫ . ٩








  درس ھﺸﺘﻢ   
     
  آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ ي ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده درﻣﮭﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﯿﻚ - ٥٢
  
در اﯾﻦ درس ﺑﺎ اﻧﻮاع آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ و ﻃﺮز ﻛﺎر آﻧﮭﺎ . ار ﻛﺎر ﻣﮭﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﯿﻚ در آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ و ﻣﺨﻘﻖ ﺑﺪون آﻧﮭﺎ ﻧﻤﯿﺘﻮاﻧﺪ ﻛﺎري اﻧﺠﺎم دھﺪآﻧﺰﯾﻢ ھﺎاﺑﺰ
  .آﺷﻨﺎﺷﺪه و ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ھﺮ ﻛﺪام را ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ
  :ﻟﯿﮕﺎزھﺎ(اﻟﻒ 
رﺷѧﺘﮫ دﯾﮕѧﺮ  HO-`3ﯾﻚ رﺷﺘﮫ ﺑѧﮫ  p-`5. ﺗﻚ رﺷﺘﮫ اي ﺑﺮ ﻗﺮار ﻣﯿﻜﻨﺪ ANDاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ اﺗﺼﺎل ﻓﺴﻔﻮ دي اﺳﺘﺮ ﺑﯿﻦ ﺗﻚ رﺷﺘﮫ ھﺎ را روي رﺷﺘﮫ 
  .اﺳﺖ  DANﯾﺎ  PTAﻛﻮ ﻓﺎﻛﺘﻮر آﻧﮭﺎ .. ﻣﯿﺸﻮدﻣﺘﺼﻞ 
 ANDﺑѧﯿﻦ دو  اﺗﺼѧﺎل" اﺳѧﺖ و اﻛﺜѧﺮاDANﺮاج ﻣѧﻲ ﺷѧﻮد وﻛﻮﻓѧﺎﻛﺘﻮر آن اﺳѧﺘﺨ iloc.Eاز ﺑѧﺎﻛﺘﺮي اﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ : esagil ANDآﻧѧﺰﯾﻢ  -١
را ﺑѧﺮ ﻗѧﺮار ﻣﯿﻜﻨѧѧﺪ و ﻋѧѧﺪه اي ﻣﻌﺘﻘﺪﻧѧﺪ ﻛѧѧﮫ اﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ در ﻓѧﺮ ﻗѧﺮار ﻛѧﺮدن اﺗﺼѧﺎل ﺑѧﯿﻦ  ﺑﺎﺷѧﺪ evisehoCﺑ ﺮش اﻧﺘﮭѧﺎﯾﻲ ا ﻧﮭѧﺎ ﺑﺼѧѧﻮرت  ﻛѧﮫ
  .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﺸﻜﻞ ﺧﻮاھﺪ داﺷﺖ  tnulbﺑﺮش اﻧﺘﮭﺎﯾﻲ آﻧﮭﺎ ﺑﺼﻮرت ﻛﮫ  ANDدو 
اﺗﺼѧѧﺎل ھѧѧﺮ دو اﻧﺘﮭѧѧﺎي  اﯾѧѧﻦ آﻧѧѧﺰﯾﻢ . اﺳѧѧﺖ  PTAاﺳѧѧﺘﺨﺮاج ﻣﯿﺸѧѧﻮد وﻛﻮﻓѧѧﺎﻛﺘﻮر آن  4Tاﯾѧѧﻦ آﻧѧѧﺰﯾﻢ از ﻓѧѧﺎژ : esagil AND 4Tآﻧѧѧﺰﯾﻢ  -٢
  .را ﺑﺮ ﻗﺮارﻣﯿﻜﻨﺪ tnulbو  evisehoC
ر آن ﻛﻮﻓѧﺎﻛﺘﻮ . را ﺑѧﺮ ﻗѧﺮار ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  ANRﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭѧﺎي  P-`5و HO -`3اﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ اﺗﺼѧﺎل ﻓﺴѧﻔﻮ دي اﺳѧﺘﺮﺑﯿﻦ : esagil ANR 4Tآﻧﺰﯾﻢ  -٣
  اﺳﺖ  +2gMو  PTA
  :ﻧﻮﻛﻠﺌﺎز ھﺎ( ب
  .ر ا ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪ ھﺎاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎ 
و  2aC+،  +2gMﻛﻮﻓѧﺎﻛﺘﻮر آن . را ﺑѧﮫ روش ﻏﯿѧﺮ اﺧﺘﺼﺎﺻѧﻲ ﺗﺠﺰﯾѧﮫ ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  ANDsdﯾѧﻚ اﻧѧﺪو ﻧﻮﻛﻠﺌѧﺎز اﺳѧﺖ و : I esaNDآﻧѧﺰﯾﻢ  -٤
  :اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮاي ﻣﻘﺎ ﺻﺪ زﯾﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد.. اﺳﺖ +2nM
  ANDﺗﺠﺰﯾﮫ ﻏﯿﺮ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  -
  ANDﻧﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن  -
  اﯾﺠﺎد ﻣﻮﺗﺎﺳﯿﻮن در ژن -
  .را ﺑﮫ روش ﻏﯿﺮ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪ ANRو  AND: ﻧﻮﻛﻠﺌﺎز اﺳﺘﺎﻓﯿﻠﻮﻛﻮﻛﻲ  -٥
٨٢
  .ﺗﻚ رﺷﺘﮫ اي را ھﯿﺪروﻟﯿﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ ANRاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ  -A esaNR  اﻧﺰﯾﻢ -٦
  . ﺑﺮد داردﻛﺎر ANDcدوم  رﺷﺘﮫ   راھﯿﺪروﻟﯿﺰﻣﯿﻜﻨﺪ و در ﺳﻨﺘﺰﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ  دوﺑﻠﻜﺲ ANDرا ﻛﮫ ﺑﺎ ANRاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ  -H esaNRآﻧﺰﯾﻢ  -٧
  . اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪ ﺗﻚ رﺷﺘﮫ اي را ھﯿﺪروﻟﯿﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ : esaelcuN 1Sآﻧﺰﯾﻢ  -٨
  ﻋﻤﻞ ﻣﯿﻜﻨﺪ  esaelcuN 1Sاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﺷﺒﯿﮫ –esaelcuN naeb gnoMآﻧﺰﯾﻢ  -٩
  ﻓﺴﻔﺎﺗﺎز دارد `3ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ   5 →`3( :ﮔﺰو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎز )   III esaelcunoxEآﻧﺰﯾﻢ -٠١
  . ھﻢ داردداردH esaNRﺖ ﺷﺒﯿﮫ ھﻤﭽﻨﯿﻦ ﻓﻌﺎﻟﯿ
  اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ اﺗﺼﺎل ﻓﺴﻔﻮدي اﺳﺘﺮﺟﺎﯾﮕﺎھﮭﺎي آﭘﻮرﯾﻨﻲ ﯾﺎ آﭘﯿﺮﯾﻤﯿﺪﯾﻨﻲ را ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪ 
  را ﺑﮫ روش اﮔﺰو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﯾﺎ اﻧﺪو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪ  ANDssاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ : esaelcuN 1laBآﻧﺰﯾﻢ  -١١
  آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﻣﺤﺪود ﮔﺮ( ج 
  ﻣﺘﯿﻼزھﺎ( د
ﻓﺴѧﻔﺎت ﻣﺎﻧﻨѧﺪ اﺗﺎﻧѧﻞ  ﻗﻠﯿﺎﯾﻲ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ و درﺣﻀѧﻮر ﭘﺬﯾﺮﻧѧﺪه ھѧﺎي  Hpاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ ﻓﺴﻔﻮﻣﻮﻧﻮاﺳﺘﺮازﻏﯿﺮاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ھﺴﺘﻨﺪﻛﮫ در :ﻓﺴﻔﺎﺗﺎزھﺎ-٢١
  .ﺑﻌﻨﻮان ﻓﺴﻔﻮ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز ﻋﻤﻞ ﻣﯿﻜﺘﺘﺪ  sirTآﻣﯿﻦ و 
  را ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪ  O--Cرا ﺗﺠﺰﯾﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪ وﻟﻲ ﻓﺴﻔﻮرﯾﻼز اﺗﺼﺎل  O--Pﻓﺴﻔﺎﺗﺎز اﺗﺼﺎل 
  :ﻛﺎرﺑﺮد ﻓﺴﻔﺎﺗﺎز ھﺎ 
  دﻓﺴﻔﺮﯾﻼﺳﯿﻮن اﻧﺘﮭﺎي ﻓﺴﻔﺎت اﺳﯿﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ
  ﻣﯿﻜﻨﺪ ﺰﯾﻢ رﭘﻮرﺗﺮ ﻋﻤﻞوﻗﺘﻲ ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﯾﺎ اﺳﯿﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ ﻛﻨﮋوﮔﮫ ﺷﻮﻧﺪ ﺑﻌﻨﻮان آﻧ
  در ﺗﺮﺷﺢ ﺧﺎرج ﺳﻠﻮﻟﻲ و ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ھﺎي ﻓﯿﻮژن ﻋﻤﻞ ﻣﯿﻜﻨﺪ  redaelﺑﻌﻨﻮان 
اﻧﺘﻘﺎل ﻣﯿﺪھﺪ و ﻋﺒﺎ رﺗﻨﺪ )rotpecA(ﺑﮫ ﻣﻮﻟﻜﻮل ﭘﺬﯾﺮﻧﺪه  PTNرا از  γاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ ﻓﺴﻔﺎت :    esaniK ditoelcuN ylop 4Tآﻧﺰﯾﻤﮭﺎي  -٣١
  :از
  ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻛﯿﻨﺎز ھﺎ
  ﻛﺮﺑﻮ ھﯿﺪرات ﻛﯿﻨﺎزھﺎ
  ﭘﻠﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪ ﻛﯿﻨﺎزھﺎ 
اﺳѧﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸѧﻮد ، ھﻤﭽﻨѧﯿﻦ ﺑѧﺮاي اﻧѧﺪازه ﮔﯿѧﺮي ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ  HO -`5ﺑѧﺮاي ﻓﺴѧﻔﺮﯾﻠﮫ ﻛѧﺮدن ﯾѧﺎ ﻧﺸѧﺎﻧﺪار ﻛѧﺮدن  esanik editoelun ylop 4Tآﻧѧﺰﯾﻢ 
  .اﻧﺪوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﺑﻜﺎر ﻣﯿﺮود
٩٢
از روي رﺷѧﺘﮫ اﻟﮕѧﻮ ﯾѧﻚ رﺷѧﺘﮫ  )PTNd(ѧ ﺘﻨ ﻛѧﮫ ﺑﻜﻤѧﻚ ﭼﮭѧﺎر ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿѧﺪ ﺗѧﺮي ﻓﺴѧﻔﺎت ﮔﺮوھѧﻲ از آﻧﺰﯾﻤﮭѧﺎ ھﺴѧﺘﻨﺪ : ﭘﻠﯿﻤﺮازھѧﺎ AND(ه
ﻏﻠѧﻂ  ﺑﺎﺷѧﻨﺪ ﻛѧﺎر  اﮔﺰوﻧﻮﻛﻠﺌѧﺎزي ` `5 →3  ﭼﻨﺎﻧﭽѧﮫ داراي ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ . اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ ﺑﺮاي ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ ﺧѧﻮد اﺣﺘﯿѧﺎج ﺑѧﮫ ﭘﺮاﯾﻤѧﺮ دارﻧѧﺪ  .ﺳﻨﺘﺰ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ AND
  را ھﻢ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺪھﻨﺪ    (gnidaer foorp) ﮔﯿﺮي 
  :I esaremylop ANDآﻧﺰﯾﻢ-٤١
  :اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ داراي ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ھﺎي زﯾﺮ اﺳﺖ  
  اﮔﺮوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي   ` `5 →3ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  ازي ﭘﻠﯿﻤﺮ AND  `3 →`5ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ
  H esaNRﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي
  :اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮاي ﻛﺎرھﺎي زﯾﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد 
  noitalsnart kciNgnilebaL AND
  tnulBاﯾﺠﺎد اﻧﺘﮭﺎھﺎي 
  . ﯾﻚ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﻮﻟﺘﻲ ﻓﺎﻧﻜﺸﻨﺎل اﺳﺖ وﺑﺮاي ﻛﺎرھﺎي زﯾﺮاﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد: esaremylp AND 4Tآﻧﺰﯾﻢ -٥١
  ﭘﻠﯿﻤﺮازل ANDداراي ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  اﮔﺮوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي   ` `5 →3ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  ﯿﺖ ﻣﯿﻜﻨﺪ درﺟﮫ ﻓﻌﺎﻟ ٧٣ھﻢ ﻗﺎﺑﻞ اﺳﺘﻔﺎده اﺳﺖ و در  RCPﺑﺮاي 
  اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد  ANDsdدر  tnulBﺑﺮاي اﯾﺠﺎد اﻧﺘﮭﺎھﺎي 
  ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﻧﺪارد    `5ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  اﮔﺮوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ   ` `5 →3ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ داراي : esaremylp AND 7Tآﻧﺰﯾﻢ -٦١
  اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد gnicneuqeSاﮔﺮوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ وﺑﺮاي   ` `5 →3ﻧﺴﺨﮫ اي از اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ اﺳﺖ ﻛﮫ ﻓﺎﻗﺪ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ  esaneuqeS
  ﺘﺰ رﺷﺘﮫ ﻣﻮﺗﺎژن در ﻣﻮﺗﺎژﻧﺰﯾﺲ ﺑﻜﺎر ﻣﯿﺮود ﺳﺮﻋﺖ ﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰاﺳﯿﻮن اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ زﯾﺎد اﺳﺖ و ﺑﺮاي ﺳﻨ
  را ﭘﺮ ﻣﯿﻜﻨﺪ  gnahrevo`5اﻧﺘﮭﺎي 
  اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﮔﺮﻣﺎدوﺳﺖ ﺗﺮﻣﻮس اﻛﻮاﺗﯿﻜﻮس اﺳﺘﺨﺮاج ﻣﯿﺸﻮد : esaremylop AND qaTآﻧﺰﯾﻢ -٧١
  اﮔﺰو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ﻧﺪارد5 →3ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
  ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي دارد  `5ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
٠٣
  ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﺗﺮﻣﯿﻨﺎل ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮازي دارد
ﯾѧﺎ  esaremylop AND tnedneped - ANR  ھѧﺎ ﺑﻨѧﺎمesaremylop ANDﮔﺮوھѧﻲ از )( : ﻧﺴѧﺨﮫ ﺑѧﺮدار ﻣﻌﻜѧﻮس آﻧﺰﯾﻤﮭѧﺎي 
  : ﻣﻜﻤﻞ آن را ﺳﻨﺘﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ و ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ از ANDرا اﻟﮕﻮ ﻗﺮار داده و ANRاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ  esatpircsnarT esreveR
  .اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ از ﻧﻮﻋﻲ وﯾﺮوس اﺳﺘﺨﺮاج ﻣﯿﺸﻮد ﻛﮫ در ﭘﺮﻧﺪﮔﺎن ﺑﯿﻤﺎري اﯾﺠﺎد ﻣﯿﻜﻨﺪ : (VMA ) suriV sisotsalboleyM naivAآﻧﺰﯾﻢ -٨١
  اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد  ANDcھﻢ دارد و ﺑﺮاي ﺳﻨﺘﺰ رﺷﺘﮫ دوم  H esaNRاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
ﺳﺘﺨﺮاج ﻣﯿﺸﻮد ﻛﮫ در ﺟﻮﻧѧﺪﮔﺎن ﺑﯿﻤѧﺎري اﯾﺠѧﺎد اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ از ﻧﻮﻋﻲ وﯾﺮوس ا: (VMLM ) suriV aimekueL eniruM ynoloMآﻧﺰﯾﻢ -٩١
  .ﻣﯿﻜﻨﺪ
  .دارد  VMAاز آﻧﺰﯾﻢ ﻛﻤﺘﺮي    H esaNRﻓﻌﺎﻟﯿﺖ   آﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ 
  :ﺗﺮﻣﯿﻨﺎل ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز آﻧﺰﯾﻢ  –٠٢
 ANDﺘﮫ رﺷѧ  HO -`3اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮاي اﺗﺼﺎل ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ھѧﺎ ﺑѧﮫ اﻧﺘﮭѧﺎي . اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺪھﺪ  HO -`3ھﺎرا ازروي ﭘﺎﯾﮫ PTNdاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰاﺳﯿﻮن 
  . ﻗﺎﺑﻞ اﺳﺘﻔﺎده اﺳﺖ RCPاﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮد وﺑﺮاي ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ﻣﺤﺼﻮل 
  :    esaremylop ANRآ ﻧﺰﯾﻢ ھﺎي  -١٢
  ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪو ﻋﺒﺎرﺗﻨﺪ از  ANRﺑﮫ  ANDاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎ اﻃﻼﻋﺎت ژﻧﺘﯿﻜﻲ را از 
  ﭘﻠﯿﻤﺮاز ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﺎﯾﻲ ANR
  ، ﯾﻚ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر ﻗﻮي دارد ﭘﻠﯿﻤﺮاز ANR 7T
  ﭘﻠﯿﻤﺮاز ANR 3T
  ﭘﻠﯿﻤﺮاز ANR 6PS
  : :Aآﻧﺰﯾﻢ ﭘﻠﯿﻤﺮاز  -٢٢
  .ﺳﻠﻮﻟﮭﺎي ﯾﻮﻛﺎرﯾﻮت ﻏﯿﺮ ھﯿﺴﺘﻮﻧﻲ ﯾﺎﻓﺖ ﻣﯿﺸﻮد ANRmرﺷﺘﮫ  `3اﻧﺘﮭﺎي را ﺳﻨﺘﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ ودر Aاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ دم ﭘﻠﻲ 
  ﺗﺒﺪﯾﻞ ﻧﻤﺎﯾﺪ ANDcﺑﻌﻨﻮان ﭘﺮاﯾﻤﺮ، ﺑﮫ ( Td )ogiloﺗﺒﺪﯾﻞ ﻛﻨﺪو آﻧﮭﺎ را ﺑﻜﻤﻚ +Aylopﻣﻨﻔﻲ را ﺑﮫ Aylopھﺎي  ANRاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﯿﺘﻮاﻧﺪ 
  :ﻣﺎرﻛﺮ/ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي رﭘﻮرﺗﺮ  -٣٢
آﻧѧﺰﯾﻢ ﺑﺘѧﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾѧﺪ  )ﺑﯿѧﺎن ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ ﺑѧﺮاي ﻏﺮﺑѧﺎﻟﮕﺮي ﻛﻠﻨѧﻲ ھѧﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﯾѧﺎﯾﻲ ﻣﻔﯿѧﺪ ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ " ﻧﺪ وﭼﻮن ﺳѧﺮﯾﻌﺎ اﺑﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ در ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮ
  ( ﺗﻮﺿﯿﺢ داده ﻣﯿﺸﻮد ازﺑﺮاي ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي
  ﺎ ھﯿﺪروﻟﯿﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ اﺗﺼﺎﻻت ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪي را در اﻟﯿﮕﻮ ﺳﺎﻛﺎرﯾﺪ ھ -ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﯾﺪاز ß
و ﺳﻔﺎﻟﻮﺳﭙﻮروﺋﯿﻚ اﺳﯿﺪ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ ﻛﮫ از ﻧﻈﺮ ﺑﯿﻮﻟﻮژﯾѧﻚ  ﻻﻛﺘﺎم ھﯿﺪروﻟﯿﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ و ﭘﻨﻲ ﺳﯿﻠﯿﻨﻮﺋﯿﻚ اﺳﯿﺪ ßاﺗﺼﺎﻻت آﻣﯿﺪي را در ﺣﻠﻘﮫ -ﻻﻛﺘﺎﻣﺎز ß
  ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ھﺴﺘﻨﺪ
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  ﻛﻠﺮاﻣﻔﯿﻜﻞ را ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ -( TAC) ﺴﻔﺮاز ﻛﻠﺮاﻣﻔﻨﯿﻜﻞ اﺳﺘﯿﻞ ﺗﺮاﻧ-
  .آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻛﻨﻨﺪه ﻧﻮر ھﺴﺘﻨﺪ -ﻟﻮﺳﯿﻔﺮازھﺎ -
  
  
  semyznE noitcirtseR() ﻣﺤﺪود ﮔﺮ( ﺑﺮش دھﻨﺪه) آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي 
  
را  ANDsdاﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ ھѧﺎ . ھѧﺎ ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ ﻛѧﮫ ﺗѧﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌѧﻮ ﺗﯿѧﺪي ﺧﺎﺻѧﻲ را ﺷﻨﺎﺳѧﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ  esaNDاﻧﺪو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزھﺎي ﻣﺤﺪود ﻛﻨﻨﺪه ﮔﺮوھѧﻲ از 
 noitcirseRﺑѧѧﮫ ﻋﻨѧѧﻮان ﺳﯿﺴѧѧﺘﻢ ھѧѧﺎي  ٠٥٩١اﯾѧѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ ھѧѧﺎ اوﻟѧѧﯿﻦ ﺑѧѧﺎر در دھѧѧﮫ  .ﺑﺼѧѧﻮرت اﺧﺘﺼﺎﺻѧѧﻲ ﯾѧѧﺎ ﻏﯿѧѧﺮ اﺧﺘﺼﺎﺻѧѧﻲ ﺑѧѧﺮش ﻣﯿﺪھﻨѧѧﺪ 
ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ . ﻛﺸﻒ ﺷﺪﻧﺪ( ﺎﺻﺮ ژﻧﺘﯿﻚ ﺧﺎرﺟﻲ اﯾﻦ ﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎ را ﺑﻜﺎر ﻣﻲ ﺑﺮﻧﺪ ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ ﺑﺮاي ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي از ﺣﻤﻠﮫ ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﻮﻓﺎژھﺎ و ﻋﻨ) noitacifidoMو
- Rﺳﯿﺴѧﺘﻢ .ھﻨﮕﺎم ﻋﻔﻮﻧﺖ ،ﻛﻨﮋو ﮔﺎﺳﯿﻮن و ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺸﻦ وارد آﻧﮭѧﺎ ﻣﯿﺸѧﻮد را ﺗﺨﺮﯾѧﺐ ﻛﻨﻨѧﺪ  اي را ﻛﮫ از ﺧﺎرجANDﻣﯿﺘﻮاﻧﻨﺪ  M-Rﺗﻮﺳﻂ ﺳﯿﺴﺘﻢ 
  .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ   ﭘﺮوﻛﺎرﯾﻮﺗﻲ ﺳﯿﺴﺘﻢ اﯾﻤﻨﻲ ﻣﻌﺎدل ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﺎﯾﻲ M
ﺗﻌѧﺪاد اﯾѧﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭѧﺎ از ( . ﺣﺘѧﻲ در داﺧѧﻞ ﯾѧﻚ ﺳѧﻠﻮل )ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ  ﯾﺎﻓﺖ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ ﺑﺴﯿﺎر ﮔﻮﻧѧﺎﮔﻮن ( ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ ) ﻛﮫ در ﻣﯿﻜﺮو ارﮔﺎﻧﯿﺴﻤﮭﺎ  M-Rﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي 
ﺗﻌﯿﯿﻦ  ANDﻣﺘﯿﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز ﺗﻐﯿﯿﺮ دھﻨﺪ  ٠٩١وھﻤﭽﻨﯿﻦ ﻣﺸﺨﺼﺎت  IIIآﻧﺰﯾﻢ از ﻧﻮع  ٤و  IIآﻧﺰﯾﻢ ﻧﻮع  ٩٧١،  Iآﻧﺰﯾﻢ ﻧﻮع  ٧١ﻓﺮاﺗﺮ رﻓﺘﮫ و  ٠٠١٢
  .ﯾﻲ ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺷﻨﺎﺳﺎ
  :دو ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤﻲ دارﻧﺪ   M-Rﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي
  ﺧﺎرﺟﻲ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  ANDﺑﺎ ﺟﺎﯾﮕﺎه اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻛﮫ ﻣﺴﺌﻮل ھﻀﻢ ( esaNE.R)ﯾﻚ اﻧﺪوﻧﻮﻛﻠﺌﺎز( اﻟﻒ 
ﺮ دادن ﻣﺴﺌﻮل ﺗﻐﯿﯿ( esaTM.M) ﻣﺘﯿﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز  .ﻛﮫ ھﻤﺎن ﺗﻮاﻟﻲ وﯾﮋه را ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﺪ ( ﻣﺘﯿﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز ) ANDﯾﻚ ﻣﺘﯿﻼز ﺗﻐﯿﯿﺮ دھﻨﺪه ( ب
ﻛѧﮫ داراي ﭼﻨѧﺪ زﯾѧﺮ واﺣѧﺪ اﺳѧﺖ ( واﺣѧﺪ )در ﯾѧﻚ آﻧѧﺰﯾﻢ  Mو Rﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ. ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ esaNE.Rاز ھﻀﻢ ﺷﺪن ﺗﻮﺳﻂ ﺧﻮدي ANDوﺣﻔﻆ
ﺳﻜﺎﻧﺲ  snoitacifidoM etangoC  و   noitcirtseRﻋﻠﻲ رﻏﻢ اﯾﻨﻜﮫ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي . ﺑﺎﺷﻨﺪ و ﯾﺎ از ﻧﻈﺮ ﻓﯿﺰﯾﻜﻲ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﺟﺪاﮔﺎﻧﮫ ﻗﺮار داﺷﺘﮫ
  .ھﺪف را ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ  ANDرا ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ، ﺗﺮادف اﺳﯿﺪ آﻣﯿﻨﮫ آﻧﮭﺎ ﯾﻜﺴﺎن ﻧﯿﺴﺖ، ﺷﺎﯾﺪ اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎ ﺑﺎ ﻣﻜﺎﻧﯿﺴﻢ ﻣﺘﻔﺎوت ﻣﺸﺎﺑﮫ 
  noitacifidoM - noitcirtseRاﻧﻮاع ﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي آﻧﺰﯾﻤﻲ
ﺑѧﮫ ﭼﮭѧﺎر ﻧѧﻮع ﺗﻘﺴѧﯿﻢ ANDﻣﺸﺨﺼﺎت ھﻀѧﻢ  اي ﻛﮫ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ و ANDﺑﺮ اﺳﺎس ﺗﺮﻛﯿﺐ آﻧﺰﯾﻢ ، ﻛﻮﻓﺎﻛﺘﻮرھﺎي ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز ، ﻗﺮﯾﻨﮕﻲ ﺗﻮاﻟﻲ 
  .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ teModAﺳﻮﺑﺴﺘﺮا در ﺗﻤﺎم ﻣﺘﯿﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮازھﺎ  ﻻزم ﺑﮫ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﻛﮫ ﮔﺮوه ﻣﺘﯿﻞ دھﻨﺪه. ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ
  : I  ﻧﻮع M-Rآﻧﺰﯾﻢ ھﺎي
. ﺗﻌﯿѧﯿﻦ ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  RوMاﺧﺘﺼﺎﺻѧﯿﺖ را ﺑѧﺮاي  Sزﯾѧﺮ واﺣѧﺪ . ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ  Sو  M,Rﻣﺠﻤﻮﻋﮫ ﭼﻨﺪ آﻧﺰﯾﻤﻲ ﻣﺘﺸѧﻜﻞ از زﯾѧﺮ واﺣѧﺪ ھѧﺎي ﻏﯿѧﺮ ھﻤﺴѧﺎن ﺑﻨѧﺎم 
در آن اﯾﺠﺎد ﻧﺸѧﺪه ﺑﺎﺷѧﺪ را در ﻣﺤﻠѧﻲ دور از ﺟﺎﯾﮕѧﺎه ﺷﻨﺎﺳѧﺎﯾﻲ و ﺗѧﺎ  اي ﻛﮫ ﺗﻐﯿﯿﺮي ANDﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ و    +2gMو PTAﻛﻮﻓﺎﻛﺘﻮر ھﺎي اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ
و ﺑﻄﺮﯾѧﻖ اﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ ھѧﺎ ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ   noitcirtseRﻗﺴѧﻤﺘﻲ از ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ  PTAھﯿѧﺪرو ﻟﯿѧﺰ . ﺑѧﺮش ﻣﯿﺪھﻨѧﺪ ( modnaR) اﻧﺪازه اي ﺑﺼﻮرت اﺣﺘﻤﺎﻟﻲ 
  .ھﺪف را ﻣﺘﯿﻠﮫ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ   ANDﺧﻮدش ﺟﺎﯾﮕﺎه اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ    ﻛﻠﺌﺎزي .رﻗﺎﺑﺘﻲ ﺑﺎ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ اﻧﺪون
  :IIﻧﻮع  m-Rآﻧﺰﯾﻢ ھﺎي 
٢٣
ھﺎ داﯾﻤﺮ ﺑѧﻮده و زﯾѧﺮ واﺣѧﺪ ھѧﺎي آﻧﮭѧﺎ ھﻤﺴѧﺎن اﺳѧﺖ در  esaNE.R. ﺟﺪاﮔﺎﻧﮫ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ  esaTM.Mو  esaNE.Rﻓﻌﺎﻟﯿﺖ   اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ داراي 
  .ﻧﯿﺎز دارﻧﺪ+2gMﺑﺮاي ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﺧﻮد ﻓﻘﻂ IIھﺎي ﻧﻮع  esaNE.R. ﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﻣﻮﻧﻮﻣﺮ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ ھﺎ آ esaTM.Mﺻﻮرﺗﯿﻜﮫ 
را  ANDھѧﺎي ﻧѧﻮع دوم  esaNE.Rاﻛﺜѧﺮ . اﺧﺘﺼﺎﺻѧﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿѧﺪي ﻣﺸѧﺎﺑﮫ را ﺷﻨﺎﺳѧﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨѧﺪ  ھﺎ ﺗﻮاﻟﯿﮭѧﺎي  esaTM.Mھﺎ و  esaNE.R
از ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﺑﺮش ﻣﯿﺪھﻨﺪ  را در ﻓﺎﺻﻠﮫ ﻣﻌﯿﻨﻲ ANDﮔﻔﺘﮫ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ  SIIﮫ ﻧﻮع ﺗﻌﺪادﻛﻤﻲ از آﻧﮭﺎ ﻛازﻣﺤﻞ ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﺑﺮش ﻣﯿﺪھﻨﺪ وﻟﻲ 
  .
  :IIIﻧﻮع  M-Rآﻧﺰﯾﻢ ھﺎي 
اﯾѧﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ ھѧﺎﺗﻮاﻟﻲ ھѧﺎي . ﻧﯿѧﺎز دارﻧѧﺪ +2gMوPTAاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎ ﻣﺘﺸﻜﻞ از دو زﯾﺮ واﺣﺪ ﻏﯿﺮ ھﻤﺴﺎن ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ ﻛﮫ ﺑﺮاي ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ رﺳﺘﺮﯾﻜﺸѧﻦ ﺑѧﮫ 
ﺑѧﺮش ﻣﯿﺪھﻨѧﺪ اﯾѧﻦ (ﺗﻐﯿﯿѧﺮي اﯾﺠﺎدﻧﺸѧﺪه ﺑﺎﺷѧﺪ  درﺻѧﻮرﺗﯿﻜﮫ درﺟﺎﯾﮕѧﺎه ﺷﻨﺎﺳѧﺎﯾﻲ )را از ﻣﺤﻠﮭﺎي ﻣﻌѧﯿﻦ  ANDﻲ ﻛﺮده و ﻛﻮﺗﺎه ﻏﯿﺮ ﭘﺎﻟﯿﻨﺪرم را ﺷﻨﺎﺳﺎﯾ
ﻧﯿѧѧѧѧﺎز ﻧﺪارﻧѧѧѧѧﺪ اﻣѧѧѧѧﺎ )eninoihtemlysoneda-S (teModAﺑѧѧѧѧﮫ  ANDرا ھﯿѧѧѧѧﺪروﻟﯿﺰ ﻧﻤﯿﻜﻨﻨѧѧѧѧﺪ و ﺑѧѧѧѧﺮاي ﺑѧѧѧѧﺮش دادن PTAآﻧﺰﯾﻤﮭѧѧѧѧﺎ 
  .ﻣﻮﺟﺐ ﺗﺤﺮﯾﻚ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ اﻧﺪو ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي آﻧﮭﺎﻣﯿﺸﻮد teModA
  :VIﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﻧﻮعآ
ﺟѧﺪا ﮔﺎﻧѧﮫ  esaTM.Mو  eaNE.Rﻣﺘﺸѧﻜﻞ از ( 175ocEﻣﺎﻧﻨѧﺪ )اﯾѧﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭѧﺎ . ﻣﯿﺒﺎﺷѧﻨﺪ  IIIوIIاﯾﻦ آﻧﺰﯾﻤﮭﺎ از ﻧﻈﺮ ﺗﻜﺎﻣﻠﻲ ﺑﯿﻦ آﻧѧﺰﯾﻢ ھѧﺎي ﻧѧﻮع 
 nIﻣﯿﺰﺑѧﺎن را در  ANDاﯾﻦ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﺘﯿﻼزي ﻗﺪرت ﻛﺎﻓﻲ ﻧѧﺪارد ﺗѧﺎ . دارد ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﺘﯿﻼزھﻢ ﻛﮫ ﯾﻚ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﻮﻧﻮﻣﺮ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ esaNE.Rﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ اﻣﺎ 
از  در ﻓﺎﺻѧﻠﮫ ﻣﻌﯿﻨѧﻲ +2gMدر ﺣﻀﻮر  esaNE.R. ﺗﻮاﻟﻲ ھﺎي ﻧﺎﻗﺮﯾﻨﮫ را ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪ  esaTM.Mو  esaNE.R.ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻛﻨﺪ oviv
ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ( . ﻣﯿﺪھﺪ  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪ از ﻣﺤﻞ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ اﯾﻦ ﻛﺎر را اﻧﺠﺎم ٦١/٤١ﺑﻔﺎﺻﻠﮫ  175ocE" ﻣﺜﻼ) ھﺪف را ﺑﺮش ﻣﯿﺪھﺪ  AND  , ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ
  . ﺗﺤﺮﯾﻚ ﻣﯿﺸﻮد teModAآﻧﮭﺎ ﺗﻮﺳﻂ  noitcirtseR
  ﻣﺴﺘﻘﻞ noitcirtseRﯾﺎ  noitacifidoMﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي 
. دارﻧﺪ Rﻣﺴﺘﻘﻞ از  Mو ﺳﯿﺴﺘﻢ  Mﻣﺴﺘﻘﻞ از  Rﻋﻼوه ﺑﺮ ﭼﮭﺎر ﺳﯿﺴﺘﻢ آﻧﺰﯾﻤﻲ ﻛﮫ ﺑﺤﺚ ﺷﺪ ، ﺑﻌﻀﻲ از ﺑﺎﻛﺘﺮﯾﮭﺎ ﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي دﯾﮕﺮي ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺳﯿﺴﺘﻢ 
 noitalyhteMواﺑﺴѧѧﺘﮫ ﺑѧѧﮫ  noitcirtseRدارد در ﺗﻜﻨﻮﻟѧﻮژي ﻧѧѧﻮ ﺗﺮﻛﯿѧѧﺐ اھﻤﯿѧѧﺖ ﺑﺨﺼﻮﺻѧѧﻲ ﻛѧѧﮫ M-Rﯾѧѧﻚ ﻣﻘﻮﻟѧѧﮫ اي از ﺳﯿﺴѧѧﺘﻢ ھѧѧﺎي 
ﻣﺘﺸѧﻜﻞ از ﻓѧﺮآورده ھѧﺎي ژﻧѧﻲ اﺳѧﺖ  SRDM. را در ﺟﺎﯾﮕﺎھﮭѧﺎي ﻣﺘﯿﻠѧﮫ ﺑѧﺮش ﻣﯿﺪھѧﺪ  AND" ﺗﺮﺟﯿﺤﺎ   esaNE.Rﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﻛﮫ  (SRDM   )
  . ﻣﺘﺼﻞ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ rrmو     Brcm , Arcmﻣﺎﻧﻨﺪ  21K iloc.Eﺑﮫ ﭼﻨﺪﯾﻦ ﺟﺎﯾﮕﺎه ﻣﺴﺘﻘﻞ در ژﻧﻮم  ﻛﮫ
  
  M-Rﻃﺒﻘﮫ ﺑﻨﺪي ﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي  -٥ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 
  IIﻧﻮع Iﻧﻮع erutaeF
SIIﻧﻮع                    ﭘﺮوﺗﻮ ﺗﺎﯾﭗ
VIﻧﻮع IIIﻧﻮع 
ﯾѧﻚ آﻧѧﺰﯾﻢ ﺑѧﺎ ﺳѧﮫ زﯾѧﺮ واﺣѧﺪ M-Rﺳﺎﺧﺘﻤﺎن ﻓﻌﺎل 
)S.M.R(
  اﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﺟﺪا ﮔﺎﻧﮫ
  ﻣﻮﻧﻮﻣﺮ R                       داﯾﻤﺮ R
ﻣﻮﻧﻮﻣﺮ M                    ﻣﻮﻧﻮﻣﺮ M
آﻧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧﺰﯾﻢ ﻋѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧﺎي ﯾﻚ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺎ دو زﯾﺮ واﺣﺪ
ﻣﻮﻧﻮﻣﺮي ﺟﺪا ﮔﺎﻧﮫ
 gm )teModA(+2 gmو  PTA+2 gm+2 gmو  PTAﻛﻮﻓﺎﻛﺘﻮرھﺎ
+2
ﻏﯿﺮ ﻗﺮﯾﻨﮫﻋﯿﺮ ﻗﺮﯾﻨﮫﻏﯿﺮ ﻗﺮﯾﻨﮭﮫ                  ﭘﺎﻟﯿﻨﺪرمﻏﯿﺮ ﻗﺮﯾﻨﮫﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ




دو رﺷѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧﺘﮫ را ﺑﻮﺳѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧﯿﻠﮫ ﻣﺘﯿﻼﺳﯿﻮن
ﻣﺘﯿﻠﮫ ﻣﯿﻜﻨﺪ M
ﯾѧﻚ ﻣﺘﯿѧﻞ ﺗﺮاﻧﺴѧﻔﺮاز روي              دو رﺷѧﺘﮫ
ھﺮ رﺷﺘﮫ






  : IIﻧﻮع  M-Rﺳﯿﺴﺘﻢ ھﺎي آﻧﺰﯾﻤﻲ
دﻗﺖ در اﻧﺘﺨﺎب ﺗﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪي ﺧﺎص ، ﺗﻨﻮع . ﺗﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮ ﺗﯿﺪي ﻣﻨﺤﺼﺮ ﺑﻔﺮد را ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪIIﻧﻮع " ﻣﺨﺼﻮﺻﺎ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﻣﺤﺪودﻛﻨﻨﺪه ،
را وﺳѧѧﯿﻠﮫ اي ﺿѧѧﺮوري  II، آﻧѧѧﺰﯾﻢ ھѧѧﺎي ﻧѧѧﻮع    esaTM.Mﺑѧѧﺎ اﺳѧѧﺘﻔﺎده از  noitcirtseRﺟﺎﯾﮕѧﺎه ﺷﻨﺎﺳѧѧﺎﯾﻲ و آﺳѧѧﺎﻧﻲ ﻧﺴѧѧﺒﻲ ﻛﻨﺘѧѧﺮل  ﺗѧѧﻮا ﻟѧѧﻲ 
  .ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ ﻧﺘﯿﺠﮫ ﻛﺸﻒ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﺑﺎ ﺟﺎﯾﮕﺎه اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ANDﺑﻌﻼوه ﺗﻮﺳﻌﮫ . اﺳﺖ ﻧﻤﻮده  ANDدﺳﺘﻜﺎري  ﺑﺮاي
و اﻧѧﺪازه ھﺘѧﺮوژن  noitatneirOاز ﻧﻈѧﺮ ﺳѧﺎزﻣﺎن،  M-Rژن ﺳﯿﺴѧﺘﻢ ھѧﺎي  .ﻛﻠﻮن ﺷﺪه وﺗﻌﯿﯿﻦ ﻣﺸﺨﺼѧﺎت ﺷѧﺪه اﻧѧﺪ  M-Rﺣﺪودﺻﺪﺳﯿﺴﺘﻢﺗﺎ ﻛﻨﻮن ژن 
ﺑﻨ ﺎ ﺑѧѧﺮ اﯾѧﻦ ﺑѧﺎ ﻗﯿﻤѧѧﺖ ﻛﻤﺘѧѧﺮ . ﺑѧѧﺎﻻﺗﺮ ﺗﮭﯿѧﮫ ﻣﯿﺸѧﻮد ﺑѧѧﺎ ﺧﻠѧѧﻮص  و آﻧѧѧﺰﯾﻢ ﻛﻠﻮﻧﯿﻨ ﮓ ژﻧﮭѧﺎي آﻧﮭѧѧﺎ ﺧѧѧﺎﻟﺺ ﺳѧѧﺎزي آﻧѧѧﺰﯾﻢ را آﺳѧﺎن ﺗѧѧﺮ ﻛѧѧﺮده . ھﺴѧﺘﻨﺪ 
در ﺳѧﻄﺢ    nietorp- ANDﺗ ﺎ ﺟﺰﺋﯿѧﺎت ﻣﻜﺎﻧﯿﺴѧﻢ واﻛѧﻨﺶ و ﺑѧﺮ ﺧѧﻮرد  اﯾﻦ ﻛﺸѧﻒ ﻣﻮﺟѧﺐ ﺷѧﺪ  .ﻗﺮار دارﻧﺪ  وﺳﯿﻊ ﺗﺮ در دﺳﺘﺮس اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺮاي
ﺑﺮاي ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ژن ، ﺗﻌﯿѧﯿﻦ  ANDھﺎ ﺑﺼﻮرت ﺗﺠﺎرﺗﻲ در دﺳﺘﺮس ﻗﺮار دارﻧﺪ و ﺑﺮاي اﯾﺠﺎد ﻗﻄﻌﺎت  esaNE.Rاﻏﻠﺐ . ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﺷﻮد
  .و ھﯿﺒﺮﯾﺪاﺳﯿﻮن ﺑﻄﻮر ﮔﺴﺘﺮده اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮدارﻧﺪ   gnicneuqeS ANDو ﻛﺮوﻣﻮزوم ،  ANDﻧﻘﺸﮫ 
  
  M-Rﻧﺎﻣﮕﺬاري آﻧﺰﯾﻤﮭﺎي 
 ocEﺎﻧﻨѧﺪ ﻣ. ارﮔﺎﻧﯿﺴѧﻢ ﻣﻨﺒѧﻊ را ﺑﯿѧﺎن ﻣﯿﻜﻨѧﺪ  (دوﻣﯿﻦ و ﺳﻮﻣﯿﻦ ﺣﺮف ) و ﮔﻮﻧﮫ ( اوﻟﯿﻦ ﺣﺮف ﺟﻨﺲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ) ﺟﻨﺲ ( اﯾﺘﺎﻟﯿﻚ ) اول  ﺳﮫ ﺣﺮف  -١
  .ﺑﺮاي ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮآﻧﺰا  niHو  iloc.Eﺑﺮاي 
ﺳѧﻮﯾﮫ   ilocEﺑѧﺮي  KocE:ﻏﯿ ﺮ اﯾﺘﺎﻟﯿѧﻚ و ﯾѧﺎ اﻋѧﺪاد ﻋﺮﺑѧﻲ ﻣѧﻲ آﯾѧﺪ ﻣﺎﻧﻨѧﺪ  ﺑﺼѧﻮرت ﺳѧﻮﯾﮫ ﯾѧﺎ ﮔﻮﻧѧﮫ ﺳѧﮫ ﺣѧﺮف ﻣѧﺬﻛﻮر ﺣѧﺮف اول ﺑﻌѧﺪ از -٢
ﻨﺎﺻѧﺮ ﺧѧﺎرج ﻛﺮوﻣѧﻮزوﻣﻲ ﻣﺎﻧﻨѧﺪ وﯾѧﺮوس ﯾѧﺎ ﻋ. A3ﺑѧﺮاي اﺳѧﺘﺎﻓﯿﻠﻮﻛﻮك اورﺋѧﻮس  A3 uaSﯾѧﺎ  dﺳﻮﯾﮫ    azneulfni.Hﺑﺮاي  dniH  ، K
  .IPocEو  IRocE: ﻣﺘﻌﺎﻗﺐ اﺳﻢ ﻣﺬﻛﻮر آورده ﻣﯿﺸﻮد ﻣﺎﻧﻨﺪ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﮫ ھﻤﯿﻦ ﺻﻮرت
ﺑﺮاي ﺗﻌﯿﯿﻦ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻛﮫ ﺗﻮﺳﻂ ھﻤﺎن ﺳѧﻮﯾﮫ ﺗﻮﻟﯿѧﺪ ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ ﻣﺎﻧﻨѧﺪ .....( ,III,II,I)ﻣﺘﻌﺎﻗﺐ آن ﺑﺪون در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻦ ﻓﺎﺻﻠﮫ ، اﻋﺪاد روﻣﺎﻧﻲ  -٣
  .IIIdniHو  IIdniH
در ﺟﻠѧѧﻮ ﻧﺸѧﺎﻧﮫ آﻧѧѧﺰﯾﻢ ﻗѧѧﺮار ﻣﯿﮕﯿѧﺮد و ﺑѧѧﺎ ﯾѧﻚ ﻧﻘﻄѧѧﮫ از آن  Mو  Rﺣѧѧﺮوف ﺑѧѧﺰرگ  esaTM.Mﯾѧﺎ  esaNE.Rﺑѧﺮاي اﺧﺘﺼﺎﺻѧѧﻲ ﻛѧѧﺮدن  -٤
  .IRocE.Mو  IRocE.R: ﻣﯿﮕﯿﺮد ﻣﺎﻧﻨﺪ  ﻓﺎﺻﻠﮫ
  ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ آﻧﺰﯾﻢ ھﺎ ي ﻣﺤﺪود ﮔﺮ ﻛﺪ اﺳﯿﺪ ھﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ -٦ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 
ﻛﺪاﺳﯿﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚﻛﺪاﺳﯿﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ
RA ro GHT ro C ,A
YTro CVG ro C ,A
WT ro ABT ro G ,C
MC ro ADT ro G ,A










































































































AUG- هﺪﻨﻨﻛ عوﺮﺷ ﺰﻣر.  
GUG- دﺮﯿﮕﯿﻣ راﺮﻗ هﺪﻨﻨﻛ عوﺮﺷ ﺰﻣر ناﻮﻨﻋ ﮫﺑ ترﺪﻨﺑ.  
 هرﺎﻤﺷ لوﺪﺟ٨-  ﮫﻨﯿﻣآ يﺎھ ﺪﯿﺳا ﺰﻣر فوﺮﺣ  














    درس ﻧﮭﻢ   
    
  ﻧﺸﺎن دار ﻛﺮدن اﺳﯿﺪ ھﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ - ٦٢
اﯾѧﻦ ﺗﻜﻨﯿѧﻚ ﺑѧﺮاي ﺗﺎﯾﯿѧﺪ ﻛﺎرھѧﺎي ﻣﻮﻟﻜѧﻮﻟﻲ و ھﻤﭽﻨѧﯿﻦ . ﺗﺤѧﻮل ﺑﺰرﮔѧﻲ در ﺑﯿﻮﻟѧﻮژي ﻣﻮﻟﻜѧﻮﻟﻲ اﯾﺠѧﺎد ﻧﻤѧﻮد  ﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن اﺳѧﯿﺪ ھѧﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﯿѧﻚ ﻧ: ﻣﻘﺪﻣﮫ
در اﯾﻦ ﻛﺎرﮔﺎه ﺑﺎ روﺷﮭﺎي ﻧﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن اﺳѧﯿﺪ ھѧﺎي . …اﻧﺸﺎا. اﺳﺘﻔﺎده ﻣﺸﻮد( ھﯿﺒﺮﯾﺪاﺳﯿﻮن ) ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ 
دراﯾﻨﺠﺎ ﻣﺨﺘﺼﺮي از ﻛﺎرھﺎﯾﻲ ﻛﮫ اﻧﺠﺎم ﺧﻮاھﺪ ﺷﺪ ﺗﻮﺿﯿﺢ . اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺪھﯿﻢ" ﺑﺼﻮرت ﻋﻤﻠﻲ آﺷﻨﺎ ﺧﻮاھﯿﻢ ﺷﺪ و روش ھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن را ﻋﻤﻼﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ 
  .داده ﻣﯿﺸﻮد
  :ANDﻛﺮدن آﻧﺰﯾﻤﺎﺗﯿﻚﻧﺸﺎﻧﺪار ﺷﮭﺎيرو
  gnilebaL demirP - modnaR
   noitalsnarT kciN
   RCP.ﭘﺮوب ﺑﻜﻤﻚ ﺳﻨﺘﺰ
 ﻣﻨﺠﺮﺑѧﮫ ش دﯾﮕѧﺮ رودودر (.ﺳѧﻨﺘﺰﺟﺎﺑﺠﺎﯾﻲ  )ﻣﯿﺸѧﻮﻧﺪ ﺗﻌѧﻮﯾﺾ  ﺷѧﺪه ﻧﺸﺎﻧﺪار ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺋﯿﺪھﺎيﺑﺎﻧﺸﺪهﻧﺸﺎﻧﺪارﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺋﯿﺪھﺎي noitalsnart kcinدر
  . )sisehtnys teN(ﺟﺪﯾﺪ ﻣﯿﺸﻮد ANDﺳﻨﺘﺰ
  
   gnilebal demirp - modnaR-٧٢
ﺑﯿѧﻮﺗﯿﻦ ﻣﺎﻧﻨѧﺪ رادﯾﻮاﻛﺘﯿﯿѧﻮ ﻏﯿѧﺮ ﺗﻐﯿﯿѧﺮ ﯾﺎﻓﺘѧﮫ ازﮔﺮوھﮭѧﺎي دﯾﻮاﯾﺰوﺗﻮﭘﮭѧﺎ راﺑѧﺎ ﺷѧﺪه ﻧﺸѧﺎﻧﺪار ﭘѧﺮوب ھѧﺎي ازاﺳѧﺘﻔﺎده ﺑѧﺮ ﻋѧﻼوه ھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳѧﯿﻮن در
ﺗﻮﺳﻂ ﻧﺸﺎﻧﺪارﻛﺮدن.ﮔﺮدﯾﺪاﺑﺪاع nietslegoVو    grebnieFﺗﻮﺳﻂ٣٨٩١و ٤٨٩١ﺳﺎلش دررواﯾﻦ.ﻣﯿﺸﻮداﺳﺘﻔﺎدهﻧﯿﺰژﻧﯿﻦﯾﺎدﯾﮕﻮﻛﺴﻲ
ﻣﯿﺒﺎﺷѧﺪ  `3  `5   ﻓﻌﺎﻟﯿѧﺖ اﮔﺰوﻧﻮﻛﻠﺌѧﺎزي ﻓﺎﻗﺪ wonelK.ﯿﺎﻛﻠﻲ ﻣﯿﺒﺎﺷﺪاﺷﺮﺷ Iﭘﻠﻤﯿﺮاز ANDﺑﺰرگ  ﻗﻄﻌﮫﻛﮫﻣﯿﺸﻮداﻧﺠﺎم wonelkآﻧﺰﯾﻢ
  .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ`5  `3ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ اﮔﺰوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي دارايوﻟﻲ ﺑﺮﻋﻜﺲ
ﺳﺮدﯾﺦرويﺳﭙﺲوﺷﺪهﺗﻮﺳﻂ ﺣﺮارت دﻧﺎﺗﻮره )ﺧﻄﻲ(اي رﺷﺘﮫدوANDاولgnimirP- modnaRروش ﺑﺎﻛﺮدنﻧﺸﺎﻧﺪارﺑﺮاي
ﻧﺸﺎﻧﺪارﻛﻤﺘﺮيﻣﻘﺪار AND deliocrepuS.اي ﺑﺎﻗﻲ ﺑﻤﺎﻧﺪ رﺷﺘﮫﺗﻚ زﻧﺠﯿﺮه ھﺎ يﺷﺪه وﯾﺼﻮرت  ANDرﻧﺎﺗﻮراﺳﯿﻮن ﺗﺎﻣﺎﻧﻊ ﻣﯿﺸﻮد 
ﺑﺼﻮرت ﺧﻄﻲ  ﺷﺪنﻧﺸﺎﻧﺪارازﺑﺎﯾﺪ ﻗﺒﻞ ﺟﻠﻘﻮي AND ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭﺎيﺑﻨﺎ ﺑﺮاﯾﻦ.ﻣﯿﺸﻮداﻧﺠﺎمرﺷﺘﮫ ھﺎﺳﺮﯾﻌﺘﺮgnilaennaeR  ﭼﻮنﻣﯿﺸﻮد
  .ﮔﯿﺮداﻧﺠﺎمزﯾﺎدﻣﻘﺪارﺑﮫgnilebaLﻋﻤﻞﺗﺎدرآﻣﺪه ﺑﺎﺷﻨﺪ
٦٣
ﭘﻠﯿﻤﺮاز ANDآﻧﺰﯾﻢﯾﻚ ﺑﻜﻤﻚANDﺳﻨﺘﺰ  ﺑﺮاي(آﻏﺎزﮔﺮ)ﭘﺮاﯾﻤﺮﻋﻨﻮانﻣﺘﻔﺎوت ﺑﮫ ﺗﻮاﻟﯿﮭﺎيھﮕﺰا ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪي ﺑﺎ ANDﻗﻄﻌﺎت ﻛﻮﭼﻚاز
اﻟﯿﮕﻮﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪھﺎدراﯾﻦ .ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ laennAھﺪفﺷﺪهدﻧﺎﺗﻮرهANDاﺗﻔﺎﻗﻲ ﺑﮫ–ﺗﺼﺎدﻓﻲ روشھﮕﺰاﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪھﺎﺑﮫﻣﺨﻠﻮط.ﻣﯿﺸﻮد اﺳﺘﻔﺎده
ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﺗﺮي و ﭼﮭﺎردزوﻛﺴﻲ wonelkﭘﻠﯿﻤﺮازآﻧﺰﯾﻢﻛﺮدنﭘﺮوب ﺑﺎ اﺿﺎﻓﮫﺳﻨﺘﺰ. ﻣﯿﻜﻨﻨﺪﻋﻤﻞ   remirpﻋﻨﻮانﺑﮫﭘﻠﯿﻤﺮازﺑﻌﺪيواﻛﻨﺶ 
ھﻤﮫ ﻣﯿﺘﻮاﻧﻨﺪ ﺑﮫدارﻧﺪاﺗﻔﺎﻗﻲ-ﯿﺖ ﺗﺼﺎدﻓﻲﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ ﺧﺎﺻﭼﻮن.ﻣﯿﺸﻮدﺷﺮوع (اﺳﺖﻧﺸﺎﻧﺪارﺷﺪهﺑﺎھﺎﭘﺘﻦ )PTUd(ازآﻧﮭﺎ ﯾﻜﻲﺣﺪاﻗﻞﻛﮫ )ﻓﺴﻔﺎت
از ﺑﻌﺪ(ھﺪف ANDﻣﻜﻤﻞھﺎي رﺷﺘﮫ) ANDزﻧﺠﯿﺮه دوھﺮ demirp - modnaRﺳﻨﺘﺰﺑﮫ روشاﺛﻨﺎيدر .ﯾﺎﺑﻨﺪﺗﺼﺎلاھﺪفھﺎي ﺗﺮادف
  .ﻣﯿﺸﻮدﯾﻜﺪﯾﮕﺮﺑﺎﻮاﻟﮕدورﺷﺘﮫ gnilaenaeRﻣﺎﻧﻊﭘﺮاﯾﻤﺮد'ﻏﻠﻈﺖ زﯾﺎ.ﻣﯿﻜﻨﻨﺪﻋﻤﻞاﻟﮕﻮﻋﻨﻮانﺑﮫ دﻧﺎﺗﻮراﺳﯿﻮن
اﺻﻠﻲ   ANDرﺷﺘﮫ دوھﺮﭼﻮن.ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪاﻟﮕﻮ ANDازﻛﻮﺗﺎھﺘﺮﻧﺸﺎﻧﺪار ANDرﺷﺘﮫ " ﻣﻌﻤﻮﻻ در اﯾﻦ روش ﺑﮫ ﻋﻠﺖ ﻋﻤﻞ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎي ﻛﻮﺗﺎه
اﺳﺖ ﻻزمھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنازﻗﺒﻞﻛﮫھﺴﺘﻨﺪ، ﺑﻄﻮريﯾﻜﺪﯾﮕﺮ ﻣﻜﻤﻞاي اﻧﺪازهﺗﺎﻧﯿﺰﭘﺮوب ﻧﺸﺎﻧﺪارﻣﯿﻜﻨﻨﺪ رﺷﺘﮫ ھﺎي ﻋﻤﻞ  etalpmeTﻋﻨﻮانﺑﮫ
  .ﺷﻮﻧﺪدﻧﺎﺗﻮره
ﺷﺪنﻧﺸﺎﻧﺪار.اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮدﻣﯿﻜﺮوﮔﺮمﭼﻨﺪﯾﻦﺗﺎﻧﺎﻧﻮﮔﺮمﺑﮫ ﻣﻘﺪار ﭼﻨﺪ ANDﻗﻄﻌﺎتﻛﺮدنﻧﺸﺎﻧﺪارﺑﺮايdemirp- modnaRروش از
 ﺑﯿﻮﺗﯿﻦ ﻣﺎﻧﻨﺪھﺎﯾﻲ ﭘﺘﻦ’ھﺎﺣﺴﺎﺳﯿﺖ  .اﺳﺖ ﺛﺎﺑﺖ ﮫ ﻧﺸﺎﻧﺪا ر ﺑﮫ رﺷﺘﻣﺎدهورودﻃﻮﻻﻧﻲاﻧﻜﻮﺑﺎﺳﯿﻮن ھﻨﮕﺎموﻣﯿﺮﺳﺪﺣﺪاﻛﺜﺮدﻗﯿﻘﮫ ﺑﮫ٠٦ـ٠٣ﺑﻌﺪاز 
.ﻣﺒﺒﺎﺷﺪ ANDﻓﻤﺘﻮﮔﺮم٠٠١ﺗﺎ  gnimirpmodnaRﻃﺮﯾﻖازninegixogiDو 
noitalsnart kciN- ٨٢
ﻋﻤﻞ دو روش اﯾﻦدر. ﮔﺮدﯾﺪاﺑﺪاع٧٧٩١ﺳﺎلدرyngiRﺗﻮﺳﻂ  ﭘﺮوب ﺑﺎ را دﯾﻮاﯾﺰوﺗﻮپﻛﺮدنﻧﺸﺎﻧﺪاررﺑﺮايﺑﺎ اوﻟﯿﻦروش اﯾﻦ
اﻧﺪوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزﯾﻚ  IesaND. اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد ھﻤﺰﻣﺎناي رﺷﺘﮫدوANDروياﺷﺮﺷﯿﺎﻛﻠﻲIesaremylop ANDوI esaNDآﻧﺰﯾﻢ
ﻔﺎت ﻓﺴ  ` ٥ﻛﻮﺗﺎه ﺣﺎوي  اﻟﯿﮕﻮﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪھﺎياﯾﺠﺎد ﻣﻨﺠﺮﺑﮫﻋﻤﻞاﯾﻦ. ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ANDرﺷﺘﮫ ھﺎي اﺳﺘﺮﻓﺴﻔﻮديﺑﺎﻧﺪ ھﺎي  ﻛﻨﻨﺪهھﯿﺪروﻟﯿﺰاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ
ﺑﻮﭼﻮد ﻣﻲ آورد اي رﺷﺘﮫﯾﻚAND  در ﺷﻜﺎﻓﮭﺎﯾﻲاﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد و+2gMﯾﻮن ﺣﻀﻮرﻣﺴﺘﻘﯿﻤﺎ و در   ANDﻋﻤﻞ آﻧﺰﯾﻢ روي ھﺮ رﺷﺘﮫ . ﻣﯿﺸﻮد
.دارداﻧﻜﻮﺑﺎﺳﯿﻮ ن ﺑﺴﺘﮕﻲﻣﺨﻠﻮطدرIesanD   ﻏﻠﻈﺖ ﺑﮫﻛﮫ ﺗﻌﺪاد آﻧﮭﺎ 
ANDآﻧﺰﯾﻢ .ﻣﯿﺂﯾﺪﺑﮫ وﺟﻮد ANDزﻧﺠﯿﺮدر ھﺮ kciNﻛﻤﻲﺗﻌﺪاد-ﻓﻘﻂاﯾﻂﺷﺮاﯾﻦدر .ھﻢ اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮد  I esanDﭘﺎﯾﯿﻦ ﻏﻠﻈﺖﺑﺎ اﯾﻦ ﻋﻤﻞ
واﮔﺰوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي    `®٣`٥ اﮔﺰوﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي,    `®٣`٥ﭘﻠﯿﻤﺮازيﯾﻌﻨﻲﻣﺴﺘﻘﻞﻟﯿﺘﯿﻚ'ﻟﯿﺖ ﻛﺎﺗﺎ'ﻓﻌﺎ داراي ﺳﮫ I esaremyloP
  .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ  `٥®`٣
آن ،`®٣` ٥   ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﭘﻠﯿﻤﺮازيﺑﺎﻣﯿﺸﻮد،ﻓﺴﻔﺎت `5اﻧﺘﮭﺎيﺴﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪھﺎ ازدزوﻛﺣﺬفﺑﺎﻋﺚآﻧﺰﯾﻢ `®٣`٥   يﻧﻮﻛﻠﺌﺎز  ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ .  
ﻓﺴﻔﺎت ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﺗﺮياﮔﺮ دزﻛﺴﻲ.ﻣﯿﻜﻨﺪﺿﺎﻓﮫ'ا(kciN)آ زاد ﺷﻜﺎف HO- `٣اﻧﺘﮭﺎيﺑﮫراﻓﺴﻔﺎﺗﮭﺎﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪﺗﺮيﻣﺬﻛﻮرﺑﻄﻮر ھﻤﺰﻣﺎنآﻧﺰﯾﻢ
 زﻧﺠﯿﺮهواردھﺎﭘﺘﻦﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰاﺳﯿﻮنواﻛﻨﺶ اﺛﻨﺎيدرﺷﻨﺪواﻛﻨﺶ ﺑﺎﻣﺨﻠﻮطدرﭘﺘﻦ'ھﺎﺑﺎﺗﻐﯿﯿﺮ ﯾﺎﻓﺘﮫ ﺎيﻓﺴﻔﺎﺗﮭﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪﺗﺮيدزوﻛﺴﻲھﻤﺮاه ھﺎي
ﻗﻲﺑﺪون ﺗﻐﯿﯿﺮﺑﺎ noitalsnartkciNھﻨﮕﺎمﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪياﺳﺖ ﺗﺮادفاﻟﮕﻮ ANDﺑﮫواﺑﺴﺘﮫ   IesaremyloP ANDﻋﻤﻞﭼﻮن.ﻣﯿﺸﻮد
.ﻣﯿﻤﺎﻧﺪ
RCPﺗﻮﺳﻂ  ANDﻛﺮدنﻧﺸﺎﻧﺪار - ٩٢
وﺑﺮايﮔﺮدﯾﺪاﺑﺪاعﻣﻮﻟﯿﺲﺗﻮﺳﻂ٤٨٩١ﺳﺎلدرروشاﯾﻦﺑﺎﺷﺪ'ﻣﻲ(وﻛﺘﻮرﺑﺪون AND)  ANDﺳﻨﺘﺰ ﭘﺮوﺑﮭﺎيﺗﻮاﻧﻤﻨﺪ ﺑﺮاي   روشﯾﻚRCP
ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪﺗﺮيﭘﺮاﯾﻤﺮﺣﺎوي دزوﻛﺴﻲدودر اﯾﻦ روش .ﺷﺪﮔﺮﻓﺘﮫﭘﺮوب ﺑﻜﺎرﺳﻨﺘﺰوgnicneuqeS   gninolC ,, ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺗﻜﺜﯿﺮﻛﺎرھﺎﯾﻲ
واﻛﻨﺶ .اﻧﺠﺎم ﻣﯿﺸﻮد qaTﻣﺎﻧﻨﺪ-ﮔﺮﻣﺎدوﺳﺖﭘﻠﯿﻤﺮازANDﯾﻚﺗﻮﺳﻂ. RCPﺷﺮﻛﺖ ﻣﯿﻜﻨﻨﺪANDدرﭘﻠﯿﻤﺮﯾﺰاﺳﯿﻮنﺷﺪهﻓﺴﻔﺎﺗﮭﺎي ﻧﺸﺎﻧﺪار
.اﻧﺠﺎم ﻣﯿﮕﯿﺮد noissnetxE  وgnilaennA ، دﻧﺎﺗﻮراﺳﯿﻮنﻣﺮﺣﻠﮫﺳﮫﺣﺮارﺗﻲ درﺳﯿﻜﻞ٠٣در  noitacifilpmA
noitazidirbyHھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن- ٠٣
ﺑﺮﮔﺸﺖ ﻧﺎﭘﺬﯾﺮ دﻧﺎﺗﻮراﺳﯿﻮنﺑﺎﺷﺪ  ANDﻣﻮﻟﻜﻮل  mTﺣﺪت درﺣﺮاراﮔﺮ.ﻣﯿﺸﻮدت دﻧﺎﺗﻮرهﺣﺮارﺗﺎﺛﯿﺮﺗﺤﺖ ﻣﺤﻠﻮلاي رﺷﺘﮫدوAND
در ANDاﯾﺴﺘﺎﯾﻲاي رﺷﺘﮫدو ANDﻣﻮﻟﻜﻮلﯾﻚ. mTﻣﯿﻤﺎﻧﻨﺪﻲﺑﺎﻗ ﺳﺮﻣﺎ ﺟﺪا از ﯾﻜﺪﯾﮕﺮدر ﻣﺤﯿﻂ   ANDھﺎي رﺷﺘﮫاﺳﺖ ﯾﻌﻨﻲ
 C+Gﻣﺤﺘﻮايﻧﺴﺒﺖ ﺑﺎ زھﺎ ﯾﻌﻨﻲ اﻧﻌﻜﺎسﭘﺪﯾﺪهاﯾﻦھﻮﻣﻮﻟﻮگ ANDﯾﻚدر(ytilibatS lamrehTeht fo noitcnuF(.ﺑﺎﺷﺪ'ﻣﻲ ﺣﺮارت
 mTﻣﯿﺸﻮﻧﺪﻣﺮﺑﻮطاﺗﺼﺎل ﺑﮭﻢﺑﺎ دو  AوTﯿﻜﮫﺣﺎﻟدرﻣﯿﺸﻮﻧﺪﻣﺘﺼﻞھﯿﺪروژﻧﻲ ﺑﮭﻢاﺗﺼﺎلﺑﺎ ﺳﮫGوC    .ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ANDدرﻣﻮﺟﻮد
٧٣
ھﺎي ﺣﻼلوﭘﺮﺗﺌﯿﻦ ,ﭘﻠﻲ ﺳﺎﻛﺎرﯾﺪھﺎ،(+gM)ﯾﻮﻧﮭﺎﺣﻀﻮر  ،(ﻣﯿﺮودﺑﺎﻻ  mTاﻓﺰاﯾﺶ ﯾﻮﻧﮭﺎﺑﺎ)ﻣﺤﯿﻂﻗﺪرت ﯾﻮﻧﻲﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﯿﺮ ANDﻣﻮﻟﻜﻮل.
.ﻣﯿﮕﯿﺮدﻗﺮار(edimamroF(آﻟﻲ
ﭘﺎﯾﺪارﺗﺸﻜﯿﻞھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﻚﺧﻮدﻣﻜﻤﻞ ANDﻧﮭﺎﯾﺘﺎﺑﺎو ﭼﺴﺒﯿﺪهﺧﻮدﺑﺨﻮدﺑﮭﻢ mTازﻤﺘﺮت ﻛﺣﺮاردرﺷﺪهدﻧﺎﺗﻮرهاي رﺷﺘﮫدو ANDھﺎي رﺷﺘﮫ
ﻓﺎﻛﺘﻮرھﺎﯾﻲﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﯿﺮ mTﺷﺒﯿﮫﻧﯿﺰھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن .ﺗﺒﻌﯿﺖ ﻣﯿﻜﻨﺪ(sciteniK redrO -dnoceS(ﺛﺎﻧﻮي ﻛﯿﻨﺘﯿﻚواﻛﻨﺶ ازﻣﯿﺪھﻨﺪ ﺑﻨﺎ ﺑﺮ اﯾﻦ
ﺣﺮارت ،)ﻛﺘﻮرھﺎ 'ﻓﺎاﯾﻦاﺳﺖ اﻣﺎ ھﻤﮫﻣﮭﻤﻲﻣﻔﮭﻮمﻣﻮرداﯾﻦدر   ycnegnirtSاﺻﻄﻼح.ﻣﯿﮕﯿﺮدآﻟﻲ ﻗﺮارھﺎي ﺣﻼلوﻗﺪرت ﯾﻮﻧﻲﻣﺎﻧﻨﺪ
ﺑﺎﺷﺒﺎھﺖ ﻛﻤﺘﺮﺑﺎھﺎي ( ANDﺣﺮارت ﻛﻢوزﯾﺎدﻧﻤﻚ)ﭘﺎﯾﯿﻦ ycnegnirtSﺷﺮاﯾﻂدر.درﺑﺮﻧﻤﯿﮕﯿﺮدرا (آﻟﻲﺣﻼﻟﮭﺎيوﺟﻮد، ﻧﻤﻚﻏﻠﻈﺖ
ﻓﻘﻂ ﺑﯿﻦ noitazidirbyH (ﻓﺮﻣﺎﻣﯿﺪﺣﻀﻮردرﺣﺮارت ﺑﺎﻻوﻧﻤﻚﻏﻠﻈﺖ ﻛﻢ )ﺑﺎﻻycnegnirtSدرﺻﻮرﺗﯿﻜﮫ در.ﻣﯿﺸﻮﻧﺪھﯿﺒﺮﯾﺪھﻤﺪﯾﮕﺮ
 )erutarpmetgnitlem(ازﺗﺮ ﭘﺎﯾﯿﻦدرﺟﮫ٠٢ـ٠٣noitazidirbyH     ﺣﺮارتﺷﺮاﯾﻂاﯾﻦدر.ﻣﯿﺎﻓﺘﺪﻻ اﺗﻔﺎقﺑﺎ ﺑﺎھﻮﻣﻮﻟﻮژي ANDدو
( ﺑﺼﻮرت ﻣﺤﻠﻮل)ﻧﺸﺎﻧﺪار  ANDﺗﺎﻧﻤﻮدﻣﻨﺘﻘﻞﺟﺎﻣﺪﭘﺸﺘﯿﺎنﯾﻚيروراھﺪف ANDﺑﺎﯾﺪnoitazidirbyH   اﻧﺠﺎمﺑﺮاي.اﺳﺖ  mt
ﻏﺸﺎي ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰﯾﺎ رويﺳﭙﺲوﻣﯿﺸﻮﻧﺪآﮔﺎرز اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز روي ژل ANR   ﯾﺎ ANDﺳﺎﺗﺮن ﺑﻼتدر.دھﻨﺪﺗﺸﻜﯿﻞھﯿﺒﺮﯾﺪھﺪفANDﺑﺎ
.ﻧﻤﻮداﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺘﻮانﻧﯿﺰﻣﮕﻨﯿﺘﻚﯾﺎ ﺑﯿﺪھﺎياﺳﺘﯿﺮنﭘﻠﻲ، ﺳﻔﺎﻛﺮﯾﻞ، ﻓﻌﺎلﺳﻠﻮﻟﺰﻣﺎﻧﻨﺪدﯾﮕﺮﻛﻨﻨﺪهﭘﺸﺘﯿﺎن  ﻣﻮاداز.ﻣﯿﮕﺮدﻧﺪﻣﻨﺘﻘﻞﻧﺎﯾﻠﻮﻧﻲ
noitazidirbyHﭘﺎراﻣﺘﺮھﺎي
:ھﯿﺒﺮﯾﺪﭘﺎﯾﺪاري
ﺗﻚ ﺑﮫ دوﭘﻠﻜﺲ ANDﻣﻮﻟﻜﻮﻟﮭﺎيﻧﺼﻒﻛﮫﺣﺮارﺗﻲاﺳﺖ از ﻋﺒﺎرت mT.اﺳﺖ ﺑﺮﮔﺸﺖ ﭘﺬﯾﺮ ﭘﺮوﺳﮫﯾﻚاﺳﯿﺪﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚھﯿﺒﺮﯾﺪھﺎيﺗﺸﻜﯿﻞ
 C+Gﻛﮫ ﺑﺎ ) ﺑﺎزھﺎ 'ﺗﺮﻛﯿﺐ ، زﻧﺠﯿﺮه ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪھﺎيﺗﻌﺪاد(ﻟﯿﺘﺮﻣﻮل ﺑﺮ )ﻇﺮﻓﯿﺘﻲﯾﻚﻛﺎﺗﯿﻮﻧﮭﺎيﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﯿﺮﻏﻠﻈﺖ ﻧﻤﻚوﺸﻮﻧﺪﻣﯿ ﺗﺒﺪﯾﻞ   رﺷﺘﮫ
.ﻣﯿﮕﯿﺮدﻗﺮارedimamroFﻣﺎﻧﻨﺪھﻠﯿﻜﺲﻛﻨﻨﺪهﻧﺎﭘﺎﯾﺪارﻏﻠﻈﺖ ﻋﻮاﻣﻞو(ﻣﯿﺸﻮدﺑﯿﺎن
 )eborpobiR( :اي رﺷﺘﮫﺗﻚ ﭘﺮوﺑﮭﺎيھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنﻛﯿﻨﺘﯿﻚ
ﭘﺮوب  ﻏﻠﻈﺖھﻤﯿﺸﮫزﯾﺮا ﺗﻘﺮﯾﺒﺎﺗﺒﻌﯿﺖ ﻣﯿﻜﻨﺪ)sciteniK redrO - tsriF(    اوﻟﯿﮫﻛﯿﻨﺘﯿﻚازاي رﺷﺘﮫﭘﺮوﺑﮭﺎي ﺗﻚھﯿﺒﺮﯾﺪ ﺑﺮايﺗﺸﻜﯿﻞﻣﯿﺰان
-ANDﭘﻠﻜﺲدودر   mTدرﺟﮫ. ﻣﯿﺸﻮد  ﻣﺸﺨﺺﺑﺼﻮرت ﺗﺠﺮﺑﻲﻣﺤﻠﻮل درھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنﻣﯿﺰاناﺳﺖ ، ﺑﺎﻻﺗﺮﯾﻦANDtegraTازﺑﯿﺸﺘﺮ
. اﺳﺖ AND-ANRدوﭘﻠﻜﺲازﻛﻤﺘﺮدرﺟﮫ٥١AND
ﺗﺤﺖ ﺛﯿﺮھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنﻣﯿﺰان.داردAND-ANDھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنﺛﺎﺑﺖ  )etartnatsnoC(ﻣﯿﺰانرويﻛﻤﺘﺮيﺗﺎﺛﯿﺮ(M)ﻏﻠﻈﺖ ﻛﺎﺗﯿﻮن
درﻏﻠﻈﺖ ﻧﻤﻚ ﻛﺎھﺶ.ﻣﯿﮕﯿﺮداﻧﺠﺎم lCaN M٨١.٠ازھﻔﺖ ﺑﺮاﺑﺮﺑﯿﺸﺘﺮlCaN M١درھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن .ﻣﯿﮕﯿﺮدﻗﺮارﭘﺎﯾﯿﻦت ﯾﻮﻧﻲﻗﺪر
آﻧﭽﮫﺑﺎاي ﺗﺎ اﻧﺪازهAND -ANRدوﭘﻠﻜﺲﺗﺸﻜﯿﻞ روي ﻧﻤﻚﺛﯿﺮﺗﺎ .ﻛﺎھﺶ ﻣﯿﺪھﺪراھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنﻣﯿﺰانﺑﺮاﺑﺮ ٥ﺗﺎ lCaN M٩٠.٠ﺣﺪ
 ﻣﯿﺰان lCaN M١وﻟﻲ در اﺳﺖ )tnelaviuqE)AND-ANDھﻤﺴﻨﮓ ANR-ANDﺗﺸﻜﯿﻞ  CaNM١.٠در.دارداﺧﺘﻼفﺷﺪذﻛﺮ
. اﺳﺖ  M٨١.٠دوﺑﺮاﺑﺮ   AND-ANRدوﺑﻠﻜﺲﺗﺸﻜﯿﻞ
)AND(اي رﺷﺘﮫدوﭘﺮوﺑﮭﺎيدرھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮنﻛﯿﻨﯿﻚ
 ﺎيﺑﺎاﺳﯿﺪھﺗﻮاﻧﻨﺪﭘﺮوﺑﮭﺎﻣﻲاﯾﻦ .ﺗﺒﻌﯿﺖ ﻣﯿﻜﻨﺪ)sciteniK redrO - dnoceS)ﺛﺎﻧﻮﯾﮫ ﻛﯿﻨﺘﯿﻚازھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮناي رﺷﺘﮫدوﭘﺮوﺑﮭﺎيدر
ﺗﻚ  ﭘﺮوﺑﮭﺎيازآھﺴﺘﮫ ﺗﺮﺑﺮاﺑﺮ٥ھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن ﻧﺘﯿﺠﮫدر. ﮔﺮدﻧﺪ erutaneRدوﺑﺎرهﻣﺤﻠﻮلﯾﺎدروﺷﻮﻧﺪھﯿﺒﺮﯾﺪﻓﯿﻠﺘﺮرويﺷﺪهﺛﺎﺑﺖ ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ
. ﻣﯿﮕﯿﺮداﻧﺠﺎماي رﺷﺘﮫ
ﻣﯿﻜﻨﻨﺪھﻤﺪﯾﮕﺮﺗﺸﺪﯾﺪﺑﮫﻣﺤﻠﻮلرا در  بﭘﺮوﺘﮫرﺷ  دواﺗﺼﺎل٠٠٠٦ﮔﻠﯿﻜﻮلاﺗﯿﻠﻦﯾﺎﭘﻠﻲ( ٠٠٥ﺳﻮﻟﻔﺎتدﻛﺴﺘﺮان )آﻧﯿﻮﻧﻲدﻛﺴﺘﺮانﭘﻠﯿﻤﺮھﺎي
ﭘﻠﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺋﯿﺪھﺎي ﺳﻮﻟﻔﺎت ﺑﺮايدﻛﺴﺘﺮاناﺛﺮ.ﻣﯿﯿﺎﺑﺪ اﻓﺰاﯾﺶ ANDﻏﻠﻈﺖ ﻣﻮﺛﺮﻣﯿﻜﻨﺪ ﺑﻨﺎ ﺑﺮاﯾﻦﺧﺎرج   ANDاز  راﺳﻮﻟﻔﺎت ﻣﺤﻠﻮلدﻛﺴﺘﺮان.
. ﻧﺪارداﻟﯿﮕﻮﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺋﯿﺪھﺎ ﺗﺎﺛﯿﺮيروياﺳﺖ وﻣﺸﮭﻮدﺗﺮ       pb052ازﺑﯿﺸﺘﺮ
ﺷﻮد ﺗﺎ اﺳﺘﻔﺎده   eborp detalsnart kciNاز   ﺘﻲ از ﭘﺮوﺑﮭﺎي ﺗﻚ رﺷﺘﮫ اي اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯿﺸﻮدھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن ﺗﺎ ﺳﮫ ﺑﺮاﺑﺮ اﻓﺰاﯾﺶ ﻣﯿﺎﺑﺪو وﻗﺘﻲوﻗ
 eborp( ﭘﺮوبﺷﺒﻜﮫﺳﻮﻟﻔﺎت ﺗﺸﻜﯿﻞدﻛﺴﺘﺮاناﻧﺪ ﺷﺪهﻧﺸﺎﻧﺪار   noitalsnart kciNﻃﺮﯾﻖازﻛﮫ  ھﺎﯾﻲ ﻣﻮﻟﻜﻮل.ﻣﯿﺸﻮدﺑﺮاﺑﺮ٠٠١
٨٣
ﻧﺸﺎنﺧﺎﻃﺮ  .داردﺑﺴﺘﮕﻲ بﭘﺮواﻧﺪازهھﺎﯾﻲ ﺑﮫ ﺷﺒﻜﮫ ﭼﻨﯿﻦﺗﺸﻜﯿﻞ ﻛﮫﻣﯿﺸﻮدوﺗﺎﻛﯿﺪﻧﻤﯿﻜﻨﺪھﺎراﺗﺴﺮﯾﻊ remylop repyhﯾﺎ(krowten
.ﻣﯿﺸﻮﻧﺪزﯾﺎدﻏﯿﺮاﺧﺘﺼﺎﺻﻲھﺎي dnuorgkcabﻧﺒﺎﺷﺪﻣﺤﯿﻂ ﺳﻮﻟﻔﺎت دردﻛﺴﺘﺮاناﮔﺮﻛﮫﻣﯿﺴﺎزد
:روش ﻛﺎر
(ANRو  ANDﻧﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن) gnilebaL
 raluceloM    hcoRﺷﺮﻛﺖ gnilebaLAND demirP modnaRاز ﻛﯿﺖ (ﭘﺮوب) ANDﻗﻄﻌﮫ ﻧﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن ﺑﺮاي
اﺳﺖ  اﺳﺘﺮوﺋﯿﺪي ھﺎﭘﺘﻦ ﯾﻚ دﯾﮕﻮﻛﺴﻲ ژﻧﯿﻦ. ﻣﯿﺸﻮد ﻛﺎر ﻣﯿﻜﻨﺪ اﺳﺘﻔﺎده    (ﻏﯿﺮ رادﯾﻮاﻛﺘﯿﻮ)  ninegixogiDﺳﯿﺴﺘﻢ ﺑﺎ ﻛﮫ  slacimehcoiB
 اﻧﺠﺎم ﻛﺎﻟﺮﯾﻤﺘﺮي ﺑﺼﻮرت آن )noitceteD(و ﻇﮭﻮر. ﻧﺸﺎﻧﺪار ﻣﯿﻜﻨﺪ   noitazidirbyHﺪھﺎ را ﺟﮭﺖو اﻟﯿﮕﻮﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺋﯿANR  ، ANDﻛﮫ
ﻣﯿﺸﻮد،  PTUdوارد  اﺳﺘﺮي اﺗﺼﺎل از ﻃﺮﯾﻖ ، دﯾﮕﻮﻛﺴﻲ ژﻧﯿﻦANDﻧﺸﺎﻧﺪار ﻛﺮدن ﺑﺮاي.ﻣﯿﺸﻮد
روي ﻣﻜﻤﻞ ﺗﻮﺳﻂ ﻗﻠﯿﺎاز رﺷﺘﮫ  آﺳﺎﻧﻲ ﺑﮫPTUd- ١١- GID اﺳﺖ ﻛﮫ اﻣﺘﯿﺎزي  ﯾﻚ و اﯾﻦ ﻧﺎﭘﺎﯾﺪارﺑﻮده( ilakla)درﺑﺮاﺑﺮ ﻗﻠﯿﺎ ﻓﻮق اﺗﺼﺎل
.ﻧﻤﻮد ﺑﺎ ﭘﺮو ب دﯾﮕﺮ اﺳﺘﻔﺎده ھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن از ﻓﯿﻠﺘﺮﺑﺮاي دوﺑﺎره و ﻣﯿﺘﻮان ﺷﺪه ﺷﺴﺘﮫ( ﻧﺎﯾﻠﻮن‘ ﻛﺎﻏﺬ ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ ﯾﺎ ﻏﺸﺎ) retliF
 ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤﻚ ﺣﺎوي ﯾﺦ ان را روي ﺷﻮدوﺑﻼﻓﺎﺻﻠﮫ ﺗﺒﺪﯾﻞ   ANDdnarts elgniSدھﯿﺪ ﺗﺎ ﺑﮫ در آ ﺑﺠﻮ ش ﻗﺮار داده دﻗﯿﻘﮫ ٠١را ﻣﺪ ت  ANDـ 
.ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ اﺿﺎﻓﮫ ﻛﻨﯿﺪ و ﻣﻮاد زﯾﺮرا ﺑﮫ آن
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ازﻣﺨﻠﻮط ھﮕﺰاﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺋﯿﺪھﺎ  ٢ـ  
PTNd.ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺨﻠﻮط ٢- 
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ٩١آب ﻣﻘﻄﺮ ﺗﺎ ﺣﺠﻢ - 
wonelkﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آﻧﺰﯾﻢ ١- 
( nipskciuq)ﻣﺨﻠﻮط ﺷﻮﻧﺪو ﻣﺨﺘﺼﺮي ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژﻛﻨﯿﺪ ﻟﻮﻟﮫ ﺑﺰﻧﯿﺪﺗﺎ ﻣﻮاد داﺧﻞ ﺿﺮﺑﮫ ﻟﻮﻟﮫ ﺑﮫ ﺗﮫ ﺑﺎ دﺳﺖ
.ﻗﺮاردھﯿﺪ درﺟﮫ ٧٣در    (N/O)ﺳﺎﻋﺖ  ٤٢ﻣﺪ ت   -
ﻛﻨﯿﺪ  ﺑﮫ آن اﺿﺎﻓﮫ   M٥.٠  ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﺋﻲ    lciLﭘﺮﺳﯿﭙﯿﺘﺎﺳﯿﻮن وﺑﺮاي ﻛﺮده ﻣﺘﻮﻗﻒ ATDE واﻛﻨﺶ راﺑﺎ - 
.ﻛﻨﯿﺪ ﺣﻞ ETﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮﻣ ٠٥را در  رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ        -
.دھﯿﺪ ﻣﻮﺟﻮد در ﻛﯿﺖ اﻧﺠﺎم ﻛﻨﺘﺮل ANDواﻛﻨﺶ ﻧﯿﺰﺑﺎ  ﯾﻚ gnilebaLﻛﻨﺘﺮل ـ ﺑﺮاي
: ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﻤﻲ و ﻛﯿﻔﻲ ﭘﺮوب ﻧﺸﺎﻧﺪار ﺷﺪه
 ﯾﻚ ﺳﭙﺲ ﻛﺮده ﻓﮫﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آب اﺿﺎ   ٩ ھﺎ از وﯾﺎل ھﺮ ﯾﻚ ﺑﮫ) ﻛﻨﯿﺪ  ﺗﮭﯿﮫ  (١/٠٠٠١, ١/٠٠١, ١/٠١) رﻗﺖ ﺳﺮﯾﺎل از ﭘﺮوب ﻧﺸﺎﻧﺪار ﺷﺪه
..(……ﻛﻨﯿﺪو ﻣﻨﺘﻘﻞ دوم ﻟﻮﻟﮫ اول ﺑﮫ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻟﻮﻟﮫ و ھﻤﯿﻨﻄﻮر ﯾﻚ ﻣﺨﻠﻮط ﻛﻨﯿﺪ  و ﺧﻮب ﻛﺮده اﺿﺎﻓﮫ اول ﻟﻮﻟﮫ ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﭘﺮوب ﺑﮫ
.ﻛﻨﯿﺪ( tceted)ﯾﺎ ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ آﻧﮭﺎرا ﻇﺎھﺮ  ﻧﺎﯾﻠﻮن رويtolb toD     ﺑﺎ اﻧﺠﺎم
 آﻧﮭﺎ را روي (اﻧﺮژي ژول ٠٠٠٢١ﻣﻘﺪار )     reknilssorCVUﺗﻮﺳﻂ  ﺷﻮﻧﺪ ﺧﺸﻚ ﻛﺎﻣﻼ'ھﺎ ﻟﻜﮫ از اﯾﻨﻜﮫ ﻗﺒﻞ ﮔﺬاري ﻟﻜﮫ (tod)از اﻧﺠﺎم ﭘﺲ - 
. ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ  knil-ssorc     ﻧﺎﯾﻠﻮن ﺳﻄﺢ روي آﻣﯿﻦ ﺑﺎ ﮔﺮوھﮭﺎي ﻣﻮﺟﻮد در آن ﻗﺮار ﮔﯿﺮد ﺗﯿﻤﯿﻦ VUدر ﻣﻌﺮض ANDوﻗﺘﻲ ) ﻛﻨﯿﺪ   ﻏﺸﺎ ﺛﺎﺑﺖ
.ﻗﺮار دھﯿﺪ Iدرﺑﺎ ﻓﺮ  دﻗﯿﻘﮫ ٠١را ﻣﺪت ﻧﺎﯾﻠﻮن  - 
٩٣
ﻣﯿﺸﻮد ﺗﺎ آﻧﺘﻲ  (kcolb(ﭘﻮﺷﯿﺪه ASBﺗﻮﺳﻂ  وﺟﻮد ﻧﺪارد ANDﺟﺎھﺎﺋﯿﻜﮫ) ﺷﻮد kcolbﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ ﻓﯿﻠﺘﺮ  IIﺳﺎﻋﺖ درﺑﺎ ﻓﺮ  ١ﻏﺸﺎ را ﻣﺪت  
(ﻏﺸﺎ ﺑﭽﺴﺒﺪ ﻧﺘﻮاﻧﺪ روي ﺑﺎدي 
.ﻗﺮار دھﯿﺪ ١/٠٠٠٥ﺑﺎرﻗﺖ    giDitnAدر  دﻗﯿﻘﮫ ٠٢ﻏﺸﺎ را ﻣﺪت  - 
.ﺷﻮﻧﺪ ﻓﯿﻠﺘﺮ ﺣﺬف ﻧﺸﺪه از روي ﻣﺘﺼﻞ ھﺎي ﺗﺎ آﻧﺘﻲ ﺑﺎ دي ﺷﺴﺘﺸﻮ داده Iﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ  ﻏﺸﺎ را ﭼﻨﺪ دﻓﻌﮫ  -
ﺷﺴﺘﺸﻮ دھﯿﺪ  IIIﻏﺸﺎ را ﺑﺎﺑﺎﻓﺮ  - 
ﻇﺎھﺮ ﻛﻨﯿﺪ PICB( etahpsohP lylodnI orolhC omorB)و  TBN( muilozarteTeulB ortiN)ھﺎي روي ﻏﺸﺎ را ﺑﺎ ﻟﻜﮫ - 
 ANDھﺮ ﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم  (.ﻛﻨﯿﺪ را ﻣﺤﺎﺳﺒﮫ ﻧﺸﺎﻧﺪار ﺷﺪه  ﻣﻮﺟﻮد در ﻛﯿﺖ ﻣﻘﺪار ﭘﺮوب ﻧﺸﺎﻧﺪار ﺷﺪه ﻛﻨﺘﺮل ANDﻟﻜﮫ ھﺎ ﺑﺎرﻧﮓ ﻟﻜﮫ ﮓرﻧ ـ ﺑﺎ ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ
.ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﺷﺪه ﻧﺸﺎﻧﺪار ANDﻧﺎﻧﻮﮔﺮم... ﺣﺎوي ﻛﻨﺘﺮل
eborpobiR ﺗﮭﯿﮫ
ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻗﺮار  rotceVدر ﯾﻚ ﺷﺪه ﻛﻠﻮن AND  در ﻧﺰدﯾﻚ ﻛﮫ 6PSﯾﺎ 3T،  7Tرﯾﺒﻮﭘﺮوب ھﺎاز روﻧﻮﯾﺴﻲ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﯾﻜﻲ از ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرھﺎي
ﻗﻄﻌﮫ )ﻣﯿﺸﻮد ﻗﺮار دارﻧﺪ اﺳﺘﻔﺎده آن SCMدر دو ﻃﺮف 7Tو  3Tﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرھﺎي ﻛﮫtpircseulB    ﻣﻌﻤﻮﻻ از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ .ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ دارﻧﺪ ﺗﮭﯿﮫ
(.ﻛﻠﻮن ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ ks.tpircseulBدر ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ﭘﺮوب ﺑﺎﯾﺪ 
 درﺑﯿﺂﯾﺪ وﺑﺮﺣﺴﺐ اﯾﻨﻜﮫ  ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺮش داده ﺗﺎ ﺑﺼﻮرت ﺧﻄﻲ emyznE.noitcirtseRﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ را ﺗﻮﺳﻂ ﯾﻚ eborpobiRﺗﮭﯿﮫ ﺑﺮاي
 اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ آن ﻓﻌﺎل esaremylopANRﭘﺮوﻣﻮﺗﻮررا ﺗﻮﺳﻂ  از ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮرھﺎ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﺪاﻣﯿﻚ maerts nwoDﺷﺪه در ﻛﻠﻮن ﻗﻄﻌﮫ
.ﺷﻮد ﺳﻨﺘﺰ ANRآزﻣﺎﯾﺶ  در ﻟﻮﻟﮫ sisehtnyS ffoNURر ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ از ﻃﺮﯾﻖد ﺷﺪه ﻛﻠﻮن AND  ﺗﺎ از ﻗﻄﻌﮫ ﻛﻨﯿﺪ
 اﯾﻦ. ﻣﯿﺸﻮد اﺳﺘﻔﺎده slacimehcoiB raluceloM hcoRﺷﺮﻛﺖ (tiK noitceteD dna gnilebaL ANR(ﺑﺮاي ﺗﮭﯿﮫ رﯾﺒﻮﭘﺮوب از ﻛﯿﺖ 
ﺑﮫ    .ﺳﻨﺘﺰ ﻣﯿﻜﻨﺪ ANR( اﻟﮕﻮ)اﺳﺖ  ﺷﺪه در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻣﺨﺼﻮﺻﻲ ﻛﻠﻮن ﻣﻌﯿﻨﻲ ﻛﮫ ANDاز sisehtnyS ffO nuRﻛﯿﺖ از ﻃﺮﯾﻖ
وﺟﻮد ﻧﺪارد ﻣﻘﺪار زﯾﺎدي ﺳﻨﺘﺰ ﻣﺤﺪودﯾﺘﻲ ﺑﺮاي ﭼﻮن.ﻣﯿﺸﻮد  وارد رﺷﺘﮫ PTU–11–ninegixogiDﻣﻮﻟﻜﻮل  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﯾﻚ ٠٢- ٥٢ھﺮ  ازاي
ھﺎﯾﻲ  eborpobiR.ﻣﯿﺸﻮدروﻧﻮﯾﺴﻲ  ANRﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم ٠١در ﺣﺪود  AND   ﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم در ﺷﺮاﯾﻂ اﺳﺘﺎﻧﺪارد از ھﺮ ﯾﻚ.ﻣﯿﺸﻮد  ﺳﺎﺧﺘﮫ ANR
: زﯾﺮ ھﺴﺘﻨﺪ ﺧﻮاص ﺳﻨﺘﺰ ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ داراي روش ﺑﺎ اﯾﻦ ﻛﮫ
.ﻣﻲ ﺑﺎ ﺷﻨﺪ اي رﺷﺘﮫ و اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ وﺗﻚ ﻣﻌﯿﻨﻲ ﺑﻮده ﻃﻮل ـ داراي
.ﻧﻤﯿﺸﻮﻧﺪ ﯾﻜﺪﯾﮕﺮ ﻣﺘﺼﻞ ھﺎ ﺑﮫ eborpAND ﺷﺒﯿﮫ
.ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﻣﻘﺎوم HOaNﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ PTUﺑﮫ giDـ اﺗﺼﺎل
:رو ش ﻛﺎر
.ﻛﻨﯿﺪ( tsegid)ﻣﻨﺎﺳﺐ ھﻀﻢ enyznE noitciretseRراﺗﻮﺳﻂ  ANDﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم ١ـ٢ـ ﻣﻘﺪار 
(.ﻧﻜﻨﯿﺪ اﺳﺘﻔﺎده esaNRھﺮﮔﺰاز.)رﺳﻮب دھﯿﺪ ﺑﺎ اﻟﻜﻞ ﺳﭙﺲ ﻛﺮده noitcortxeI.C.Pرا  واﻛﻨﺶ آن ـ ﺑﻌﺪ از اﺗﻤﺎم
.ﻛﻨﯿﺪ اﺿﺎﻓﮫ واﻛﻨﺶ ﺑﮫ PTNﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ  ٢        -
٠٤
.ﻛﻨﯿﺪ ا ﺿﺎﻓﮫ ﺑﮫ آن reffuBnoitpircsnarT X٠١   ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ٢ -
.ﻛﻨﯿﺪ اﺿﺎﻓﮫ ﺑﮫ آن   esaremyolp ANR( 7T ,3T))ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ  ١ـ 
.ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺮﺳﺎﻧﯿﺪ ٠٢را ﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮﺑﮫ   واﻛﻨﺶ ﺣﺠﻢ - 
.ﻛﻨﺪ اﺣﺘﻤﺎﻟﻲ درواﻛﻨﺶ ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي esaNRﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﺗﺎاز ﻛﻨﯿﺪ ﺑﮫ واﻛﻨﺶ اﺿﺎﻓﮫ( esaNRﻣﮭﺎر ﻛﻨﻨﺪه) nisaNRﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ  ١- 
.دھﯿﺪ ﻗﺮار درﺟﮫ ٧٣ﺳﺎﻋﺖ در  ١ـ٢و  ﻧﻤﻮده( nips kciuq)ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ   را ﻣﺨﺘﺼﺮي ﻟﻮﻟﮫ - 
.ﻛﻨﯿﺪ اﺳﺘﻔﺎده  M٥.٠ﺑﺎﻏﻠﻈﺖ ﻧﮭﺎﺋﻲ  lCiLاز ANRرﺳﻮب دادن وﺑﺮاي ﻧﻤﻮده ﻣﺘﻮﻗﻒ ATDE واﻛﻨﺶ راﺑﺎ - 
.ﻛﻨﯿﺪ ﺣﻞ   retaw detaert CPEDﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ٠٠١، رﺳﻮب را در ٠٧ﺑﻌﺪ از ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺑﺎ اﻟﻜﻞ - 
.اﻧﻜﻮﺑﮫ ﻛﻨﯿﺪ درﺟﮫ ٧٣در  دﻗﯿﻘﮫ ٠٣و  ﻛﺮده اﺿﺎﻓﮫ آن ﺑﮫ nisaNR  ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ١ﻣﻘﺪار  - 
ﺷﻮد  اﺳﺘﻔﺎده retaw detaertCPEDاز IIﺗﮭﯿﮫ ﺑﺎﻓﺮ  ﻓﻘﻂ ﺑﺮاي ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻣﯿﺸﻮد  eborp ANDﺷﺒﯿﮫ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﺷﺪه ﻛﻤﯿﺖ ﭘﺮوب - 
.ﻛﻨﯿﺪ ﭘﺮوﺑﮭﺎ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﻣﻮﺟﻮد در ﻛﯿﺖ ﺑﺮاي ﻧﺸﺎﻧﺪار ﺷﺪه ANRاز  - 
noitazidirbyH
.ﻣﯿﻜﻨﯿﻢ اﺳﺘﻔﺎده noitazidirbyh tolb nrehtuoSو noitazidirbyh tolb toD از دو روش ھﯿﺒﺮﯾﺪ ﯾﺰاﺳﯿﻮن دراﯾﻦ ﻛﺎرﮔﺎه ﺑﺮاي
روش دات ﺑﻼت 
.)gnitolb toD (دھﯿﺪ اﻧﺠﺎم ﮔﺬاري ﻟﻜﮫ   enarbmem nolyNﻛﻨﯿﺪ و روي ﺗﮭﯿﮫ رﻗﺖ ﺳﺮﯾﺎل  (ﺷﺪه ﻛﻠﻮنANDﻗﻄﻌﺎت ) ANDـ از 
.ﺷﻮد دﻧﺎﺗﻮره AND   ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ gnirutaneDﻏﺸﺎﻧﺎﯾﻠﻮﻧﻲ را در ﻣﺤﻠﻮل دﻗﯿﻘﮫ ٥ﻣﺪت  - 
 را روي لﻣﺤﻠﻮ ﺷﻮد ﺳﭙﺲ ﻗﺮار داده ﻛﻦ ﻛﺎﻏﺬ ﺧﺸﻚ ﻻﯾﮫ ﯾﻚ ﻇﺮف ﯾﺎ ﺳﯿﻨﻲ ﺷﻨﺎور ﺷﻮد ﺑﻠﻜﮫ ﺑﺎﯾﺪ ﺗﮫ ﻧﺒﺎﯾﺪ در ﻣﺤﻠﻮل ﻧﺎﯾﻠﻮن ﻻزم ﺑﮫ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﻛﮫ) 
.ﻗﺮار دھﯿﺪ آن را روي ﻧﺎﯾﻠﻮن ﺷﻮد وﺳﭙﺲ ﻓﻘﻂ ﻛﺎﻏﺬ ﺧﯿﺲ ﻛﮫ ﺑﻄﻮري ﻛﺎﻏﺬ رﯾﺨﺘﮫ
.ﺷﻮد ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي و از ﺷﻜﻨﻨﺪﮔﻲ آن ﻏﺸﺎ ﺧﻨﺜﻲ ﺷﺪه.ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ gnizilartueNدر ﻣﺤﻠﻮل ﻗﺒﻞ ﻏﺸﺎرا ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﮫ دﻗﯿﻘﮫ ٥ـ 
.ﺛﺎﺑﺖ ﻛﻨﯿﺪ  روي أن     rekniLssorC VUﺑﺎ را ANDھﻨﻮز ﻣﺮﻃﻮب اﺳﺖ ﻜﮫو ھﻨﮕﺎ ﻣﯿ ﻗﺮار داده ﻛﻦ ﻛﺎﻏﺬ ﺧﺸﻚ ﻏﺸﺎ را روي  -
.ﻧﻤﻮد را دﻧﺒﺎل noitazidirbyHﭘﺮوﺳﮫ ﻣﯿﺘﻮان ﻧﻤﻮد و ھﻢ را ﻧﮕﮭﺪاري ﻣﺪﺗﻲ آن ﺑﺮاي ﻣﯿﺘﻮان اﺳﺖ ھﻢ آﻣﺎده ﻣﺮﺣﻠﮫ ـ ﻏﺸﺎ در اﯾﻦ
روش ﺳﺎﺗﺮن ﺑﻼت 
ﻏﺸﺎ ﻧﺎﯾﻠﻮﻧﻲ  ﺑﮫ ﻧﻮﻛﻠﺌﯿﻚ اﺳﯿﺪھﺎي ﻇﺮﻓﯿﺖ اﺗﺼﺎل   .رااﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻧﻤﺎﯾﯿﺪ آن ﻛﻨﯿﺪ و ﺳﭙﺲ ﺎﺳﺐ ھﻀﻢﻣﻨ noitcirtseRھﺎي آﻧﺰﯾﻢ را ﺑﺎ AND    
.اﺳﺖ  در ھﺮ ﺳﺎﻧﺘﯿﻤﺘﺮ ﻣﺮﺑﻊ ﻓﯿﻠﺘﺮ ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﻮز ﺻﺪ ﻣﯿﻜﺮو ﮔﺮم ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ وﺑﺮاي در ھﺮ ﺳﺎﻧﺘﯿﻤﺘﺮﻣﺮﺑﻊ ﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم ٠٠٥
 ﻧﯿﺴﺖ ﺣﺬف ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده را ﻛﮫ ﻗﺴﻤﺘﮭﺎﺋﻲ از ژل  ﻣﻮاد از اﺻﺮاف ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي وﺑﺮاي ﻛﺮدهﻣﺸﺎھﺪه VUراﺑﺎ  ژل ﺷﺪ  ـ وﻗﺘﻲ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز اﻧﺠﺎم
( .ﻛﻨﯿﺪ mirTژل را) ﻛﻨﺪ
١٤
دھﯿﺪ ﺗﺎ دوران gnirutaneD ﻣﺤﻠﻮل را داﺧﻞ  آن در ﺣﺮارت اﺗﺎق دﻗﯿﻘﮫ ٠٩و ﺳﭙﺲ ﻛﺮده را ﻋﻼﻣﺖ ﮔﺬاري ژل( ھﺎ  ﯾﻜﻲ از ﮔﻮﺷﮫ) ﮔﻮﺷﮫ - 
ﻧﻤﻮد ﺗﺎ  etanirupeD   اﺳﯿﺪ ﻛﻠﺮﯾﺪرﯾﻚ M٥٢.٠را ﺑﺎﯾﺪ ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل bk٥١ﺳﻨﮕﯿﻦ ﺗﺮاز ھﺎي ANDاﻟﺒﺘﮫ (HOaN N٤.٠)ﺷﻮد  دﻧﺎﺗﻮره AND
(.اﻧﺠﺎم ﺷﻮد gnikahsاﯾﻦ ﻛﺎر ھﻤﺮاه ﺑﺎ)ﺷﻮﻧﺪ  ﻏﺸﺎ ﻣﻨﺘﻘﻞ روي ﺑﺘﻮاﻧﻨﺪ از ژل
(.اﻧﺠﺎم ﮔﯿﺮدgnikahsاه ﺑﺎھﻤﺮ) ﻗﺮار دھﯿﺪ  gnizitartueNدر ﻣﺤﻠﻮل در ﺣﺮارت اﺗﺎق دﻗﯿﻘﮫ ٠٢واﻛﻨﺶ را - 
.) ﻛﻨﯿﺪ را ﺧﯿﺲ آن در آب دﯾﻮﻧﯿﺰه و ﺳﭙﺲ ﻛﺮده ﻋﻼﻣﺖ ﮔﺬاري را ﻣﺎﻧﻨﺪ ژل آن و ﮔﻮﺷﮫ ژل ﺑﺮﯾﺪه راﺑﮫ اﻧﺪازه( enarbmemnolyN)ﻏﺸﺎ  - 
(.٨٩
.ر دھﯿﺪﻗﺮا ﺳﯿﻨﻲ ﺗﺎ ﻧﻚ ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ روي ﻗﻄﻌﮫ ﯾﻚ )knaT refsnarT(ﺗﺎ ﻧﻚ اﻧﺘﻘﺎل  ﻛﺮدن ﺑﻌﺪ از آﻣﺎده - 
.ﻗﺮار ﻧﮕﯿﺮد  در آن ﺣﺒﺎب ھﻮا ﻛﻨﯿﺪ ﻛﮫ ﺧﯿﺲ ﺑﺎﺑﺎﻓﺮﺗﺎ ﻧﻚ" ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ را ﺣﺘﻤﺎ - 
.ﻗﺮار ﮔﯿﺮد ﻛﺎﻏﺬ درﺑﺎ ﻓﺮﺗﺎ ﻧﻚ دو ﺳﺮ ﻛﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺑﻄﻮري آن روي   MM٣ﻛﺎﻏﺬ واﺗﻤﻦ ﻻﯾﮫ ﯾﻚ  - 
.ﺣﺒﺎب ھﻮا ﻗﺮار ﻧﮕﯿﺮد زﯾﺮ ژل ﻛﮫ داده ﺑﻄﻮري ﻗﺮار اﺗﻤﻦﻛﺎﻏﺬ و روي( اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﯿﺸﻮد  ﻣﻮﻗﻌﻲ ﻛﮫ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ) راﺑﺼﻮرت واروﻧﮫ ژل - 
.ﻧﻔﻮذ ﻧﻜﻨﺪ ھﻮا زﯾﺮ آن دھﯿﺪ ﺑﻄﻮرﯾﻜﮫ ﻗﺮار ژل را روي ﺷﺪه آﻣﺎده ﻧﺎﯾﻠﻮن - 
.ﻓﯿﻠﺘﺮ ﻗﺮار دھﯿﺪ روي ﻛﺎﻏﺬ واﺗﻤﻦ ﻻﯾﮫ ـ ﯾﻚ
.ﺧﻮب ﺑﭙﻮﺷﺎﻧﯿﺪ را ﺑﺎ ﭘﺎراﻓﯿﻠﻢ آن اﻃﺮاف - 
.را ﺟﺬب ﻛﻨﺪ ﻣﺎﯾﻊ ﻛﮫ ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺑﻄﻮري آن روي ﻛﻦ ﻛﺎﻏﺬ ﺧﺸﻚ ﻻﯾﮫ ﻦﭼﻨﺪﯾ ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ و ﺳﭙﺲ ﻻﯾﮫ ـ ﯾﻚ
.ﻣﺴﺘﻘﺮﻛﻨﯿﺪ ﺷﯿﺸﮫ ﮔﺮﻣﻲ روي ٠٠٥ﻗﺮار دھﯿﺪوﯾﻚ وزﻧﮫ آن روي ﺷﯿﺸﮫ اي ﺻﻔﺤﮫ ﯾﻚ - 
.ﻧﻤﺎﯾﺪﻣﻤﺎﻧﻌﺖ  ﻧﮕﯿﺮد واز ﺗﺒﺨﯿﺮﺑﺎﻓﺮﺗﺎ ﻧﻚ اﻧﺠﺎم ھﻮا ﺑﺎ ﺧﺎرج ﺗﺒﺎ دل ﻛﮫ ﺑﭙﻮﺷﺎﻧﯿﺪ را ﺑﺎ ﻧﺎﯾﻠﻮن اﻃﺮاف ﺗﺎ ﻧﻚ - 
ﺷﺪن و ﺛﺎﺑﺖ ﺷﺪن ﻣﯿﺒﺎﺷﺪو ﻣﻮﺟﺐ دﻧﺎﺗﻮره ﺑﮭﺘﺮ از ﻛﺎﻏﺬ ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ nolyNاﺳﺘﻔﺎده ﻛﻨﯿﺪ زﯾﺮا ﺑﺮاي HOaNN٤.٠از ﻣﺤﻠﻮل ﺑﺮاي ﺑﺎﻓﺮﺗﺎ ﻧﻚ - 
.ﻣﯿﺸﻮد ﻧﺎﯾﻠﻮن روي AND
.ﻗﺮار دھﯿﺪ اﺗﺎق ﺳﺎﻋﺖ در ھﻮاي ٤ـ ٤٢ﻣﺪت  - 
.ﺷﻮﻧﺪ ﺣﺬف ازروي آن ﺗﺎ ذرات ژلﺑﺸﻮﺋﯿﺪ  CSSX٢  و ﺑﺎ ﻛﺮده را ﺧﺎرج ﻧﺎﯾﻠﻮن - 
.ﺛﺎﺑﺖ ﻛﻨﯿﺪ  روي آن  reknilssorcVU  را ﺑﺎ دﺳﺘﮕﺎه ANDاﺳﺖ   وﻗﺘﻲ ﻧﺎﯾﻠﻮن ھﻨﻮز ﻧﻤﺪار - 
(ﺑﻼت  ﺳﺎﺗﺮن'ﯾﺎ دات ﺑﻼت) noitazidirbyherP
و  رﯾﺨﺘﮫ ﻛﯿﺴﮫ داﺧﻞ noitazidirbyherPﻣﺤﻠﻮل ٢mc001/lm٠٢وﻣﻘﺪار  ﻗﺮارداده( gabnoitazidirbyH)ﭘﻼﺳﺘﯿﻜﻲ  ﻛﯿﺴﮫ ـ ﻏﺸﺎرا داﺧﻞ
(.ﺷﻮد laes) ﻧﻔﻮذ ﻧﻜﻨﺪ از آن ﻣﺎﯾﻊ ﻛﮫ ﻛﻨﯿﺪ ﺑﻄﻮري ﮔﯿﺮي را ﺧﻮب درز آن ﺳﭙﺲ
( درﻧﻈﺮﮔﺮﻓﺘﮫ ﺷﻮد  درﺟﮫ ٠٥رﯾﺒﻮﭘﺮوب ﺣﺮارت  ﺑﺮاي) ﻗﺮاردھﯿﺪ درﺟﮫ ٢٤در   ﺳﺎﻋﺖ ١/٥- ٢ـ ﻣﺪت
ﺷﻮد ﺗﺎ دﻧﺎﺗﻮره درآب ﺟﻮش ﻗﺮار داده دﻗﯿﻘﮫ ٥ـ ﭘﺮوب را ﻣﺪت 
٢٤
.ﻗﺮار دھﯿﺪ ﻧﻤﻚ ﺣﺎوي    ﯾﺦ روي ﺑﻼﻓﺎﺻﻠﮫ - 
ﮔﺮد  اي ﺷﯿﺸﮫ ﻣﺪاد ﯾﺎ ﻣﯿﻠﮫ ﯾﻚ و ﺑﺎ ﭼﺮﺧﺎﻧﯿﺪن ﻗﺮار داده ﻛﻦ ﻛﺎﻏﺬ ﺧﺸﻚ را روي و آن را ﺑﺮﯾﺪه nolynﭘﻼﺳﺘﯿﻜﻲ ﺣﺎوي ﻛﯿﺴﮫ ھﺎي ـ ﯾﻜﻲ از ﮔﻮﺷﮫ
.ﻛﻨﯿﺪ ﺧﺎرج از آن را noitazidiryherPﻣﺤﻠﻮل,  آن روي
.ﻛﻨﯿﺪ وارد ﻛﯿﺴﮫ  noitazidirbyHﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﭘﺮوب ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪه ٢mc001/lm٥.٢ر ﻣﻘﺪا - 
.ﻛﻨﯿﺪ laesرا  آن دوﺑﺎره ﻛﺮده را ﺧﺎرج آن ھﻮاي - 
(. درﺟﮫ.٠٥رﯾﺒﻮﭘﺮوب  ﺑﺮاي) .ﻗﺮار دھﯿﺪ درﺟﮫ ٢٤ﺷﺐ آن را در  ﯾﻚ ﻣﺪت - 
 noitazidirbyh tsoP
.ﻛﻨﯿﺪ ﺧﺎرج را از ﻛﯿﺴﮫ ﻧﺎﯾﻠﻮن - 
.ﻧﺎﯾﻠﻮن را ﺑﺸﻮﺋﯿﺪ در ﺣﺮارت اﻃﺎق gnikahsھﻤﺮاه   SDS %1 , CSSX٢ﺑﺎﻣﺤﻠﻮل دﻗﯿﻘﮫ ٥ﻣﺪت  - 
(TR)آن را ﯾﺸﻮﺋﯿﺪ  SDS %1 , CSSX٢ﺑﺎﻣﺤﻠﻮل دﻗﯿﻘﮫ ٥١ﻣﺪت   -
.ﺷﺴﺘﺸﻮ دھﯿﺪ درﺟﮫ ٥٦در SDS %1 , CSSX٢ﺑﺎﻣﺤﻠﻮل دﻗﯿﻘﮫ ٠٣ﻣﺪت  - 
. ﻣﯿﮕﯿﺮد ﭘﺮوب اﻧﺠﺎم ﺷﺒﯿﮫ آن noitceteD- 
eborpobiRھﯿﺒﺮﯾﺪﯾﺰاﺳﯿﻮن ﺑﺎ
.ﻣﯿﮕﯿﺮد ﭘﺮوب اﻧﺠﺎم ANDﺷﺒﯿﮫ tolbnrehtuoSﯾﺎ  tolbtoDﻣﺮاﺣﻞ - 
.درﻧﻈﺮﺑﮕﯿﺮﯾﺪ درﺟﮫ ٠٥را  noitazidirbyHـ دﻣﺎي
اﺳﺖ ﺑﺎز  داده ﻜﯿﻞﺗﺸ( pooL)  داﯾﺮهANR  در آب ﺟﻮش ﻗﺮار دھﯿﺪ ﺗﺎ ﭼﻨﺎﻧﭽﮫ دﻗﯿﻘﮫ ٥اﺳﺘﻔﺎده ﻣﺪت  را ھﻨﮕﺎم(ANR)ﭘﺮوب  ﺑﮭﺘﺮ اﺳﺖ –
.ﺷﻮد
.ﻣﯿﮕﯿﺮد اﻧﺠﺎم ANDﻧﯿﺰ ﺷﺒﯿﮫ noitceteDﺷﺴﺘﺸﻮ و  ـ ﻣﺮاﺣﻞ
.ﺷﻮد ﺧﻮدداري ﻛﺎر و ﻧﻤﻮﻧﮫ  دﺳﺖ ﯾﺎ ﺑﺎ وﺳﺎﯾﻞ س'وارد ﻣﺤﯿﻂ ﻧﺸﻮد وازﺗﻤﺎ esanRﻛﺎر  ﭘﺮوﺳﮫ ﺣﯿﻦ دﻗﺖ ﻧﻤﻮد ﻛﮫ ـ ﺑﺎﯾﺪ
ﻛﻨﯿﺪ از دﺳﺘﻜﺶ اﺳﺘﻔﺎده" ﺣﺘﻤﺎ - 
.ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻧﻤﻮد  esaNRﺑﺎ  ﺷﺪن ھﺎرا ﺑﺎ ﯾﺪ از آﻟﻮده ﻮلﺗﯿﭙﮭﺎ و ﻣﺤﻠ  ، اي ﺷﯿﺸﮫ وﺳﺎﯾﻞ - 
ﺷﻨﺎور    CPEDدرﺻﺪ٠/١ﺑﻌﺪ از ﺷﺴﺘﺸﻮﺑﺎ ﯾﺪ در ﻣﺤﻠﻮلاي  ﺷﯿﺸﮫ وﺳﺎﯾﻞ .ﻣﻮاد دﯾﮕﺮ ﺟﺪاﺑﺎﺷﻨﺪ و ﺑﺎﯾﺪ از وﺳﺎﯾﻞ ANRﻛﺎرﺑﺎ ﻣﻮادووﺳﺎﯾﻞ - 
. ﻗﺮار ﮔﯿﺮﻧﺪ درﺟﮫ ٠٥٢ﺳﺎﻋﺖ در ٣ﺑﻤﺪت  اﺗﻮﻛﻼو ﮔﺮدﻧﺪ وﺑﻌﺪ از آن ﺷﻮﻧﺪ و ﺳﭙﺲ
. ﺑﺎ ﯾﺪاﺗﻮﻛﻼو ﺷﻮﻧﺪ ﻣﯿﺒﺎﺷﻨﺪ وﻟﻲ   esaNRﻓﺎﻗﺪ  ﻓﺎﻟﻜﻦ ھﺎي و ﻟﻮﻟﮫﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ  ھﺎي ﺗﯿﭙﮭﺎ ، ﻟﻮﻟﮫ   




 ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ﺑﺮاي edimamroFﻣﻮﺟﻮد در  ھﺎ ي ﻛﻨﻨﺪه ﺗﻮﺳﻂ آﻟﻮده ANRﺷﺪن ﺗﺠﺰﯾﮫ noitazidirbyheborpobiRﯾﻜﻲ از ﻣﺸﻜﻼت در 
.ﺷﻮد ﺑﺎ ﯾﺪ ﻓﺮﻣﺎﻣﯿﺪ دﯾﻮﻧﯿﺰه ﻋﻤﻞ از اﯾﻦ ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي
 
:روش ﻛﺎر
و آﻧﯿﻮن (lyhtemyxobraC)ﻛﺎﺗﯿﻮن از.ﻣﯿﺒﺎﺷﺪ ( regnahcxenol)رزﯾﻦ ﺑﮫ ﻓﺮﻣﺎﻣﯿﺪ اﺣﺘﯿﺎج ﻛﺮدن دﯾﻮﻧﯿﺰه ﺑﺮاي  -
.ﻣﯿﺸﻮد اﺳﺘﻔﺎده EAED )lyhteonimalyhteiD)
 اﯾﻦ.ﻣﯿﮕﺮدد  ﺗﺸﻜﯿﻞ ﻣﺎﻧﻨﺪ اﺑﺮي ﻣﺤﻠﻮل ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪن ﺑﻌﺪ از .ﻣﯿﺸﻮﻧﺪ etarbiliuqEﻟﯿﺘﺮآب  ﺑﺎﯾﻚ ﺟﺪاﮔﺎ ﻧﮫ( ﮔﺮم ٥از ھﺮ ﻛﺪام) و آﻧﯿﻮن ﻛﺎﺗﯿﻮن  -
 ﺷﻮد ﺳﭙﺲ ﻓﯿﻠﺘﺮﺑﺎ ﻗﻲ ﺑﻤﺎﻧﺪ و ﺧﺸﻚ روي و رزﯾﻦ ﺷﺪه ﺧﺎرج آب رزﯾﻦ ﻛﺮده ﺗﺎ( ﻤﻦﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ واﺗ) ﺧﻼ ﻓﯿﻠﺘﺮ در  ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن را ﺑﺎ دﺳﺘﮕﺎه ﻣﺤﻠﻮل
درﺧﻼ ﺑﺎ ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ  ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن ﺑﺎ دﺳﺘﮕﺎه دو ﺑﺎره ﻣﺤﻠﻮل.ﻣﺨﻠﻮط ﺷﻮد  ﻣﯿﭽﺮﺧﺪ ﺗﺎ ﺧﻮب       ھﻤﺰن روي دﻗﯿﻘﮫ ٠٣ﻟﯿﺘﺮ ﻓﺮﻣﺎﻣﯿﺪ  ﺑﺎ ﯾﻚ
.ﻣﯿﺸﻮد ﻧﮕﮭﺪاري در ﯾﺨﭽﺎلedimamroFdezinoieD  ﻣﺤﻠﻮل اﯾﻦ.ﻣﯿﮕﺮدد ﺗﺸﻜﯿﻞ ﺻﺎفﻣﺤﻠﻮل ﯾﻚ ﻛﮫ ﻓﯿﻠﺘﺮ ﻣﯿﺸﻮد ﺑﻄﻮري واﺗﻤﻦ
:ﻃﺮزﺗﮭﯿﮫ ﺑﺎﻓﺮھﺎ
: (ﻇﮭﻮر)noitceteDﺑﺎﻓﺮھﺎي  (اﻟﻒ 
:Iﺑﺎﻓﺮ - ١
Mm001                                                             )5.7:HP( sirT
Mm005                                                                          lCaN
:IIﺑﺎﻓﺮ - ٢
درﺟﮫ ﺣﺮارت داه ﻣﯿﺸﻮد ﺗﺎ ﺣﻞ ﺷﻮد٥٦Iﻛﮫ در ﺑﺎﻓﺮ  tnegaer gnikcolb( ASB %3-1)
:IIIﺑﺎﻓﺮ  - ٣
Mm001                                                               )5.9:Hp( sirT
Mm001                                                                          lCaN
Mm05                                                                        2lCgM
: noitazidirbyHﺑﺎﻓﺮھﺎي ( ب
:noitazidirbyh erPﺑﺎﻓﺮ - ١
٤٤
Deionized formamide                                              50%
SSC                                                                           5X
Denhardts                                                                 5X
hosphate buffer                                                        50mM
SS DNA                                                                    125mg/ml
٢ - ﺮﻓﺎﺑHybridization:
Deionized formamide                                             50%
SSC                                                                           5X
Denhardts                                                                 1X
Phosphat buffer                                                        20mM
SS DNA                                                                    25mg/ml
Dextran sulfate                                                        10%
٣ -  لﻮﻠﺤﻣDenhardts :
BSA                                                                       1%
Ficoll                                                                       1%
Polyvinyl pyrolidone                                   1%
٤ - ﺮﻓ ﺎﺑ  20X SSC :
NaCl                                                                          3M
Na Citrate                                                               3M
pH: 7   
